








Untersuchungen iiber die Leguminose-Bakterien und Pflanzen. 


IX. Mitteilung?: 


Die Ausnutzung versechiedener Stickstoffverbindungen sowie des in Wurzel- 
knéllechen gesammelten Stickstoffs durch Leguminosepflanzen. 


Von 
Artturi I. Virtanen und Synnéve von Hausen. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H., 
Helsinki.) 


(Eingegangen am 12. Dezember 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei unseren Arbeiten tiber die Leguminosepflanzen haben wir 
u. a. untersucht, in welcher Form die Leguminosepflanzen den 
Stickstoff aus den Wurzelknéllchen entnehmen. Da einige von 
unseren Beobachtungen darauf hinzudeuten schienen, daB die als 
Spaltungsprodukte der EiweiBstoffe gebildeten Aminoséuren als 
solche ohne weitergehende Spaltung zur EiweiBsynthese in Legu- 
minosepflanzen dienen, sahen wir uns veranlaBt, dieses Problem ein- 
gehender zu untersuchen. Bei den mit verschiedenen Leguminose- 
pflanzen im Sommer 1927 ausgefiihrten Vegetationsversuchen in 
Quarzsand wurde beobachtet, daB es wenigstens einige Leguminose- 
pflanzen gibt, die nicht wie andere Pflanzen mit Ammoniumsalzen und 
Nitraten als Stickstoffnahrung Héchstertrige geben, sondern dies nur 
durch Knéllchenwirkung erzielen. Dieser Umstand ergab sich aus den 
Vegetationsversuchen, die in stickstofffreiem Quarzsand mit Rot-, 
WeiB- und Bastardklee und Erbse ausgefiihrt wurden. Es zeigte sich, 
daB der Rotklee bei giinstigem px'etwa zweimal besser ohne Stickstoff- 
diingung, ausschlieBlich mit Hilfe von Knéllchenbakterien, gedieh, 


1 Die Mitteilungen I bis III, V und VIII sind in der Mitteilungsserie 
von Valios Laboratorium in den Jahren 1926 bis 1930, Mitteilung TV in 
dieser Zeitschr. 198, 300, 1928, VI im Berichte des Kocgresses des 
Nordischen Landwirtschaftlichen Vereins 1929 und VII in Report of the 
18 Scandinavian Naturalist Congress in Copenhagen 1929 publiziert worden. 
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als ohne diese nur mit Ammoniumnitrat als Stickstoffnahrung. Mit den 
WeiBklee verhielt es sich gerade umgekehrt. Er gedieh viel besser mit 
Ammoniumnitrat als N-Nahrung ohne Impfung, als geimpft ohne 
Ammoniumnitrat. Der Bastardklee wuchs in beiden Fallen gleich gut, 
ebenso die Erbse. 

Diese Versuche, die der eine von uns schon friiher beschrieben hat', 
wurden im Sommer 1928 von neuem aufgenommen. Weil es nicht 
unmdéglich war, da verschiedene Sorten derselben Pflanze sich zu 
verschiedenen Stickstoffquellen etwas verschieden verhalten, wurden 
Vegetationsversuche parallel mit finnischem und danischem WeiBklee 
und mit finnischem und schwedischem Rotklee ausgefiihrt. Die Resultate 
waren in beiden Fallen dieselben wie im Sommer zuvor. Beim Rotklee 
kamen Hochstertrage nur durch Kndéllchenwirkung zustande. Dagegen 
wuchs er ohne Impfung und mit Ammoniumnitrat gediingt viel 
schlechter. Der Weibklee verhielt sich auch jetzt gerade umgekehrt zu 
diesen Stickstoffquellen. 

Diese Versuche, die mit Samen verschiedener Herkunft —- mehrmals 
wiederholt —- immer ganz tibereinstimmende Resultate gegeben haben, 
fiihrten uns zu der Auffassung, daB die Leguminosepflanzen ihren 
Stickstoff als organische Verbindungen aus den Wurzelkndéllchen 
erhalten. Nach dieser Auffassung ware die verschiedene Fahigkeit der 
verschiedenen Leguminosen, aus Wurzelknéllchen ihre N-Nahrung zu 
entnehmen, dadurch zu erklaren, daB bei einigen Leguminosepflanzen 
die organischen Stickstoffverbindungen besser zur EiweiBsynthese 
geeignet waren als Ammoniumsalze und Nitrate (z. B. Rotklee), bei 
anderen dagegen die letztgenannten vorgezogen werden (z. B. Weifklee). 

Es 1aB8t sich natiirlich auch denken, daB in den Wurzelknéllchen 
sich irgendwelche Aktivatoren bilden, die das Wachstum der Wirts- 
pflanze zu reizen imstande sind. Demnach sollten aber die Kndllchen- 
bakterien bei allen Leguminosepflanzen eine férdernde Wirkung auf das 
Wachstum ausiiben. Da unsere Versuche gezeigt haben, daB es nicht so 
ist, und da es keine anderen Anhaltspunkte fiir diese Annahme gibt. 
kénnen wir sie nicht als wahrscheinlich hinstellen. 

Von den organischen Verbindungen, die in den Wurzelkn6llchen bei 
der Spaltung der EiweiBstoffe gebildet werden kénnen und deren die 
Wirtspflanze sich demnach bedienen kénnte, diirften die Aminosauren 
am wahrscheinlichsten in Betracht kommen. 

Wir haben friiher gefunden, daB aus den auf Gelatine gewachsenen. 


in Wasser suspendierten Kndéllchenbakterien, ebenso wie aus den ze 
riebenen Wurzelknélichen unter Toluol durch Autolyse Amino-N, nicht 


1 Virtanen, Mitteilung aus Valios Laboratorium 1928; diese Zeitschr. 
193, 300, 1928. 
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dagegen Ammoniak gebildet wird. In beiden Fallen ist die Geschwindigkeit 
der EiweiBspaltung etwa dieselbe. Demnach kénnte man annehmen, dab 
die Spaltung der EiweiBstoffe der Wurzelknéllchen durch die Enzyme der 
Bakterienzellen stattfande und die Wirtspflanze sich der entstandenen 
Abbauprodukte bediente. Wie an anderem Ort! schon berichtet wurde, 
werden aus den Wurzelkndélichen auch erhebliche Mengen von Stickstoff- 
verbindungen in den Boden herausdiffundiert, so daB die zusammen mit 
Leguminosepflanzen wachsenden Heupflanzen so ihre Stickstoffnahrung 
erhalten kénnen. 

Um Klarheit in die Frage zu bringen, wie Leguminosepflanzen sich 
zu verschiedenen N-Quellen verhalten, haben wir sowohl mit Rot- als 
mit WeiBklee Kulturversuche in sterilen Nahrlésungen ausgefiihrt, 
wobei verschiedene Stickstoffverbindungen als N-Quellen zur An- 
wendung kamen. In der Literatur sind mehrere Arbeiten zu finden, 
welche die Verwertbarkeit verschiedener N-Verbindungen als Stickstoff- 
nahrung der Pflanzen behandeln. Bei einem Teil dieser Arbeiten sind 
sterile Kulturen in Anwendung gekommen. Da sie jedoch nicht das 
vorliegende Problem aufklaren, fiihren wir hier einzelne Arbeiten nicht 
an, sondern verweisen auf das Handbuch von Czapek?, wo die Literatur 
zu finden ist. Eine interessante Arbeit von Hutchinson und Miller®, 
in der die bis dahin erschienene Literatur eingehend behandelt ist, 
sei auch erwahnt. Hutchinson und Miller fanden selbst, daB die Erbse 
etwa gleich gut mit Nitraten und Ammoniumsalzen gedeiht, mit orga- 
nischen N-Verbindungen dagegen schlechter. 


Eine Bedingung fiir unsere Kulturversuche war, da die Nahr- 
lésungen wahrend der ganzen Vegetationsperiode steril blieben, 
weil die Gegenwart von Mikroorganismen eine Ammoniakbildung aus 
den angewandten Stickstoffverbindungen verursachen konnte. Eine 
praktische Ausfiihrung solcher sterilen Kulturversuche machte uns 
anfangs groBe Schwierigkeiten. Nach Experimentieren mit ver- 
schiedenen Methoden kam die folgende Versuchsanordnung zur An- 
wendung. 

In Glasflaschen von 9 Liter Inhalt, deren Form aus der Abbildung 
hervorgeht, wurde durch folgende Anordnung dafiir gesorgt, daB die Blatter 
der Pflanzen nicht in die Nahrlésung sinken konnten. Ein Glasstab wurde 
an einem Ende zum Ring gebogen und iiber diesen Verbandgaze gespannt. 
Hiernach flocht man einen kleinen Korb aus schmalen Aluminiumstreifen 
so an den Glasstab, daB die tiber den Ring gespannte Verbandgaze den 


Boden fiir den Korb bildete. Ein diinner Gummischlauch von demselben 


Durchmesser wie der Boden des Korbes wurde unter dem Korb angebracht. 


_ damit die Wurzeln der Pflanze vor Licht geschiitzt waren. Die Flasche 


wurde mit einem Wattepfropfen geschlossen. Durch diesen wurde dann 


' Mitteilungen aus Valios Laboratorium 1929 und 1930. 
* Czapek, Biochemie der Pflanzen 2, 307, Jena 1925. 
§ Centralbl. f. Bakt. (2) 30, 513, 1911. 
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der Glasstab so hineingefiihrt, daB der Boden des Aluminiumkorbes auf 
der Oberflaiche der Lésung blieb. Der Korb konnte bei Bedarf auf und 
nieder gezogen werden, wenn die Lésung in der Flasche durch Verdunstung 
sich verminderte. Um das px wiahrend des Versuchs konstant halten zu 
kénnen, war durch den Wattepfropfen auch ein kleiner Tropftrichte: 
hineingefiihrt, woraus man bei Bedarf NaOQH-Lésung in die Nahrlésung 
tropfen konnte. Zur py-Kontrolle war die Nahrlésung mit Bromkreso| 
purpur beschickt. In die Klaschen wurden je 3,5 Liter der Nahrlésung 
gebracht, die in allen Fallen folgende Nahrsalze enthielt: 


(OBOQy 6:4) 6 os «oss « OABQ pro Liter 

> DPT ee aa se 

Maske 2 coe ee ee ge cg 

Borie 6 kw sO: ‘a 

Se, FRE i os eR ck OR 

FeCl,. . . .... . . . 2 bis 3 Tropfen (Laboratoriums 
reagens) 


Zu der stickstofffreien Nahrlésung wurde dann in jede Flasche so vie! 
an Stickstoffverbindungen zugesetzt, daB die klaschen je 595 mg Stickstoft 
enthielten. Von KNO, wurde jedoch auch eine andere Konzentration 
namlich ein Viertel des oben Angegebenen angewandt. Zur Anwendung 
kamen folgende Stickstoffquellen: 


(NH,),8O, ....... 2,8 g pro Flasche 

Jl, BES eee 2 

De re: Oey yee 

CUSMOMON . saws «es BBG 

Asparaginsfure ... . . 566g ,, " 

Cope... wn se ) EB, se 

Hydrolysiertes Casein so viel, daB die Nahrlésung 595 mg N 
enthielt 


Das Casein war nach Fischer zu Aminoséiuren hydrolysiert. Aus de: 
hydrolysierten Caseinlosung war vorher das ev. gebildete Ammoniak mit 
Wasserdampf abgetrieben worden. Das px aller Nahrlésungen wurck 
durch Zusatz von NaOH anfangs auf py 6,5 (das Wachstumsoptimum fii: 
den Klee) eingestellt, wobei die Farbe der Lésung violett war. Die Farl« 
wurde wahrend des Versuchs méglichst gleich stark durch Zutr6épfeln voi 
NaOH-Lésung gehalten. Das Zusetzen von Alkali war nur bei den Versucher 
mit Ammoniumsulfat und in sehr kleinem Mae bei denjenigen mit Kalium 
nitrat nétig; bei den Versuchen mit Aminosduren blich das py dagegen ohn: 
weiteres unverdndert. 

Nachdem man die Nahrlésung in die Flaschen gebracht hatte, wurd: 
in jede Flasche die oben beschriebene Anordnung mit dem Aluminiumkor! 
hineingestellt. Nach dem Sterilisieren der Flaschen im Autoklaven konnt 
das Saen stattfinden. 12 Kleesamen wurden eine halbe Minute in Sublimat 
lésung (1: 1000) gelegt, worauf sie méglichst steril und schnell nach Auf 
heben des Wattepfropfens mit dem daranhaingenden Korb auf die Verband 
gaze, die den Boden des Aluminiumkorbes bildete, gelegt wurden. Den 
Korb placierte man so, daB die Verbandgaze von der \ahrlésung befeuchtet 
wurde.’ Fiir Kontrollversuche wurden stets zwei Flaschen ohne Stickstoff 
nahrung aufgestellt. Die Flaschen, von denen man immer gleichzeitiz 
zwei Serien mit WeiBklee- und zwei Serien mit Rotkleesamen zum Versuc! 
nahm, wurden in ein kleines Gewachshaus mit schragem Dach gebracht 
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Die Flaschen standen im Wasser, dessen Temperatur auf 20 bis 23° gehalten 
wurde. Das Wasser reichte gleich hoch wie die Nahrlésung in den Flaschen. 
Wegen der Infektionsgefahr wurde keine Luft in die Flaschen eingeleitet. 
Die Pflanzen erhielten die nétige Liiftung durch die von den Temperatur- 
schwankungen bei Tage und in der Nacht in den Versuchsflaschen hervor- 
gerufenen Volumenanderungen. Unsere Versuchsanordnung geht aus der 
Abb. 1 hervor. 


Die Entwicklung der Kulturen wurde jeden Tag genau verfolgt, und 
im Falle einer Infektion, die als Triibung der Nahrlésung zu erkennen war, 
wurde die infizierte Flasche sofort entfernt. Die Wachstumszeit der Pflanzen 
bei verschiedenen Versuchsserien war 1 1, bis 2 Monate je nach der Witterung. 
Um sich zu iiberzeugen, daB die Resultate nicht auf Zufalligkeiten zuriick- 
zufiihren sind, wurde eine groBe Menge von Versuchsserien wihrend zweier 
Sommer ausgefiihrt. Die Ergebnisse waren ohne Ausnahmen immer die- 
selben. Von drei sowohl mit Rot- als Weifbklee ausgefiihrten Versuchsserien 
sind die Resultate unten angegeben. 

Nach Unterbrechung der Versuche wurden Impfungen aus den Nahr- 
lésungen zuerst auf Nahrgelatine gemacht und die Nahrlésungen einer 
mikroskopischen Priifung unterworfen. Die klar gebliebenen Nahrlésungen 
zeigten sich immer steril. Es wurde das py der Nahrlésungen bestimmt 
und darauf mit Nesslers Reagens auf Ammoniak gepriift. Man konnte 
keine Spur von Ammoniak in den Nahrlésungen mit Ausnahme derer, die 
als Stickstoffquelle (NH,),SO, erhielten, finden. Bei einigen Versuchen 
mit Asparaginsaure, die nach Verlauf von 3 Wochen unterbrochen wurden, 
konnte man ebenfalls kein Ammoniak nachweisen. Infolgedessen scheint 
es so zu sein, da8 kein Ammoniak auf irgendwelcher Stufe der Versuche 
durch die Enzyme der Pflanzenwurzeln in den Lésungen gebildet wurde. 


Die Versuchspflanzen von jeder Flasche wurden vorsichtig gesammelt. 
Die gréBte Pflanze aus jeder Flasche wurde gepreBt, lufttrocken gewogen 
und photographiert. Die anderen Pflanzen wurden im Trockenschrank 
bei 100° getrocknet und gewogen. Der Stickstoff sowohl der Pflanzen als 
der Nahrlésungen wurde nach Kjeldahl bestimmt. 

Um eine anschauliche Darstellung iiber die Entwicklung der Pflanzen 
in den Nahrlésungen mit verschiedenen Stickstoffquellen wahrend der 
Versuchsperiode zu geben, werden wir hier kurz die Beobachtungen nach 
dem Augenma®B iiber das Wachstum der Pflanzen von einer Rotklee- und 
einer WeiBklee-Versuchsserie wiedergeben. 


Versuchsserie 2 mit Rotklee.} 


Der Rotklee wurde am 28. Mai gesét. Nach 2 Tagen waren die Samen 
in allen Flaschen gut aufgekeimt. Am 4. Juni konnte man schon einen 
Unterschied im Wachstum der Pflanzen daran erkennen, da®B die Pflanzen 
in den Kulturflaschen mit KNO,, (NH,).S0O,. hydrolysiertem Casein und 
Asparaginsaéure und in der Flasche ohne Stickstoff kraftiger waren als die 
in den Flaschen mit Glykokoll und Carbamid, welche etwas hell geworden 
waren und deutlich zu wachsen aufgehért hatten. Mitte Juni hérte das 
Wachstum der Pflanzen in den Kontrollflaschen ohne Stickstoff auf, 
wahrend die Pflanzen in den Flaschen mit Glykokoll und Carbamid schon 
eine Woche vorher gelb geworden waren und zu wachsen aufgehért hatten, 
was offenbar mehr auf Giftwirkung als auf Mangel an Stickstoffnahrung 
beruht. 
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Ammoniumsulfat. 





Sterile Rotkleekulturen mit verschiedenen N-Quellen. 


Abb, 





Leguminose-Bakterien und Pflanzen. IX. 


3 . 
~ %e 
e b/ - » ¥ 
¥ 
j ' a - 
/ % 
fh 
1 2 3 4 > 
Abb. 2. 


Mit verschiedener N-Nahrung gewachsene Pflanzen aus sterilen Rotkleekulturen 


1 = N-Nahrung hydrolysiertes Casein. 
2 N- . Asparaginsiure, 

3 N- “ Ammoniumsulfat. 
4= N- . Kaliumnitrat. 

5 Ohne N-Nahrung. 
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Abb. 3. 


Mit verschiedener N-Nahrung gewachsene Pflanzen aus sterilen Weifikleekulturen. 


1 N-Nahrung Ammoniumsulfat. 

2 N- . Kaliumnit at. 

3 = N- + Asparaginsiure. 

4= N- * hydrolysiertes Casein. 


5 = Ohne N-Nahrung. 
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Ende Juni waren die Pflanzen in den Flaschen mit hydrolvsiertem 
Casein und auch mit Asparaginséure viel kraftiger als die in den Flaschen 
mit KNQO, und (NH,),80O,. Die Pflanzen in der stickstofffreien Flasche 
waren verkiimmert und gelb geworden. Ende Juni konnte man gewisse 
Verschiedenheiten im Bau der Pflanzen beobachten. KN O,-Pflanzen 
hatten kleinere und etwas hellere Blatter als (N H,),SO,-Pflanzen, deren 
Blatter breiter und dunkler griin waren. Die Pflanzen mit hydrolysiertem 
Casein hatten die langsten, kraftigsten. und dunkelst griinen Blatter und 
die grébsten Stengel. 

Am 19. Juli wurde die Serie photographiert und da das Wachstum 
der Pflanzen zu diesen Zeiten aufhérte, wurde der Versuch am 20. Juli 
unterbrochen. 


Versuchsserie 1 mit Wei8klee. 

Der WeiBklee wurde am 5. Juni gesit. Nach Verlauf von 2 Tagen 
waren die Samen in allen Flaschen aufgekeimt. Die Pflanzen in Glykokoll 
begannen allmahlich etwa vom 11. Juni ab gelb zu werden und zu gleicher 
Zeit hérte auch das Wachstum der Pflanzen in der Carbamidnihrlésung 
auf. In der stickstufffreien Kontrollflasche hérte das Wachstum erst Anfang 
Juli auf. Nun war der Unterschied im Wachstum der Pflanzen in ver- 
schiedenen Nahrlésungen deutlich wahrzunehmen. Die (N H4),.SO,- und 
KN O,-Pflanzen waren etwa gleich kraftig, die Pflanzen mit der Asparagin- 
siure waren etwas schlechter und diejenigen mit hydrolysiertem Casein 
bedeutend schwiacher. Der Unterschied zwischen den Pflanzen in den ver- 
schiedenen Flaschen trat um so deutlicher hervor, je alter die Pflanzen 
waren. Der Versuch wurde am 5. August unterbrochen. 


Da man mit Carbamid und Glykokoll in zwei ersten Versuchsserien 
kein Wachstum zustande bringen konnte, wurden diese Stickstoffquellen 
nicht mehr zu spateren Versuchsserien angewandt. Die Ursache zu dem 
mit diesen Stickstoffquellen erhaltenen negativen Resultate haben wir 
einstweilen nicht naher untersucht. Es ist méglich, daB die angewandten 
Konzentrationen schon ungiinstig auf das Pflanzenwachstum ein- 
wirkten. 

Folgende Ernteertraige zeigen, in welchem Grade die verschiedenen 
Stickstoffquellen fiir den Rot- und Weibklee in sterilen Kulturen 
ausnutzbar sind. 

Rotklee. 


Versuchsserie 2. 28. Mai bis 20. Juli 1929. 





Trocken- a Trocken- ca’ 
gewichtder Linge der Anzahlder — pgewient N in °%p 
Angewandte gribten gréBten Pflanzen aller vom 
Stickstoffnahrung Pflanze Pflanze in der Pflanzen Trocken- 
Flasche gewicht 
g em g 
Hydrolysiertes Casein . 0,0872 18 12 0,795 4,1 
Asparaginsaure. . . . 0,0547 13 11 0.5910 3,26 
Ammoniumsulfat. . . 0,0418 12 10 0.4123 3,5 
Kaliumnitrat (4,29 g) . 0,302 12 10 0,3972 3,1 
é (1,07,). 0,0295 12 il 0,2948 3,06 


Ohne N-Nahrung. . . 0,0026 1,5 11 0.0210 0,95 
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Versuchsserie 7 


14. August his 7. Oktober 


1930. 
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Versuchsserie 4. 3. Mai bis 15. Juni 1930. 
Trocken- Linge Anzahl Trocken- |... , 
PH gewicht der der — gewicht N mn 
Angewandte am Ende ™ griiften gréBten Pflanzen aller vom 
Stickstoffnahrung des Ptlanze Pflanze Penge “pin Pflanzen | Trocken- 
Versuchs ° , Fl: 7 gewicht 
g em asche g 
Hydrolysiertes Casein 6.47 0.0683 17 12 0,6465 5,65 
Asparaginsiure (1) 6.55 0,0534 15 10 0.4165 5,42 
_ (11) 6,59 0.0560 15 9 0.4024 5,43 
' Ammoniumsulfat (1) 6.54 0,9351 19 8 0.2476 4,69 
‘ (II) 6,56 0.0403 19 19 0,2697 4,69 
Kaliumnitrat . 6,46 0,0252 8,5 9 0,1825 4,22 
Ohne N-Nahrung . 6,53 0,0039 2 12 0,0345 etwa0,25 





Angewandte 
Stickstoftfnahrung 


Hydrolysiertes Casein 
Asparaginsaure . 
Ammuniumsulfat 
Kaliumnitrat . 


Alle anderen, 
ahnliche Resultate. 


Px 
am Ende 
des 
Versuchs 


6,52 
6.55 
6,32 
6,48 


insgesamt 


Trocken- 
gewicnt der 
groBbten 
Pflanze 
£g 


0,0704 
0.9613 
0,0386 
0,0248 


Linge 
der 
groiiten 
Pflanze 
em 


18 
16 
11 

8 


Anzahl 
der 
Pflanzen 
in der 
Flasche 


9 
12 
10 
11 


acht Versuchsserien mit 


Trocken- 


£ 


0.6120 
0.4625 
0.3073 
0,2386 


Rotklee, 


N in 9%, 
yom 
Trocken- 
gewicht 


5.33 
5,49 
4.56 
3,99 


gaben 


Aus den obigen Versuchsserien geht eindeutig hervor, daB der 
Rotklee den besten Ertrag mit hydrolysiertem Casein gegeben hat. 


Mit Asparaginsaure ist 
Ammoniumsulfat und besonders 
N- Quellen fiir Rotklee gewesen. 


das 


Wachstum 
Kaliumnitrat 


auch 


sehr gut 
sind viel schlechtere 
Auch der prozentische N-Gehalt der 


gewesen. 


Versuchspflanzen ist am gréBten bei den Versuchen mit hydrolysiertem 


Casein und am niedrigsten bei denjenigen mit KN Og. 


Versuchsserie 2. 


WeipPklee. 


30. August bis 28. Oktober 1930. 





Angewandte 
Stickstoffnahrung 


Hlydrolysiertes Casein 
Asparaginsaure . 
Ammuniumsulfat 
Kaliumnitrat (4,29 g) 
” (1,07 ,) 
Ohne N-Nahrung . 


PH 
am Ende 
des 
Versuchs 


6,52 
6,53 
6,46 
6,45 
6,48 
6,51 


Trocken- 
gewicht der 
grofiten 
Pflanze 
£ 


0.0102 
0.0136 
0.9875 
0.0318 
0.0302 
0,017 


Linge 
der 
groéften 
Pflanze 
em 


Anzahl 
der 
Pflanzen 
in der 
Flasche 


12 
9 
12 
10 
11 
12 


Trocken- 
gewicht 
aller 
Pflanzen 
£ 


0,12038 
01104 
0.3704 
0.2070 
0,2210 
0,0162 


N in Jo 
vom 
Trocken- 
gewicht 


Beek 


3 68 Ot 


Gr Or Oo Se 


nthe nome 
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Versuchsserie 3. 30. August bis 10. November 1930. 





Trocken- Lange Anzahl Trocken- 








Pu rie enurtal N in ‘ 
_ Angewandte am Ende ar tga ‘emties o_o — _, vom 
Stickstoffnahrung 5 des Pflanze Pflanze ger es Pflanzen | Trocken- 
Versuchs Flas gewicht 
uv em asche g 
Hydrolysiertes Casein 6.48 0,228 8 9 0,1845 4,95 
Asparaginsiiure. . . 6.54 0.0151 8 11 0.1375 5,12 
Ammoniumsulfat . . 6.43 0 0539 15 10 04426 6,26 
Kaliumnitrat a 6.46 0,0481 13 8 0,3676 5,66 
Ohne N-Nahrung . . 6,53 0,0019 2 10 _ -- 
Versuchsserie 4. 30. August bis 12. November 1930. 
Trocken- Linge Anzahl Trocken- |... ,. 
PH gewicht der der a gewicht | N in ° 
_ Angewandte am Ende |” prissten groBten Pflanzen aller vom 
Stickstoffnahrung des Pflanze Pflanze i ee Pflanzen Trocken- 
Versuchs Saas 4 gewicht 
g em asche g 
Hydrolysiertes Casein 6,54 0,0136 8 12 0.1650 4,86 
Asparaginsaure . . . 6,53 0,0118 9 8 0,0928 5,19 
Ammoniumsulfat . . 6.43 0.9503 15,5 10 0.3868 6,12 
Kaliumnitrat . . . . 6.46 0.9407 13.5 9 0,3096 5,48 
Obne N-Nahrung. . 6,52 0,0021 3,5 11 _ — 


Der Weibklee verhalt sich also zu verschiedenen Stickstoffquellen 
gerade umgekehrt als der Rotklee. Die beste Stickstoffquelle fiir dev 


WeiBklee ist Ammoniumsulfat, darauf folgt Kaliumnitrat. Asparagin- 
siure und hydrolysiertes Casein iiben schon eine sehr schwach 
Wirkung aus. Das Gewicht und der N-Gehalt der Pflanzen gehen 
auch bei diesen Versuchsserien nahezu parallel. 

Die in den sterilen Nahrlésungen ausgefiihrten Versuche haben 
wie aus obigem hervorgeht, Resultate gegeben, welche zeigen, daB dir 
Aminosauren als solche und nicht das eventuell abgespaltene Ammoniak 
von den Leguminosepflanzen aufgenommen werden. LEinen sicheren 
Beweis dafiir sehen wir darin, da das px der Nahrlésungen mit 
Asparaginsaure und hydrolysiertem Casein waihrend des Wachstum: 
konstant blieb und daB kein Ammoniak auf irgendwelcher Stufe der 
Versuche gebildet wurde. Diese Versuchsresultate stehen in volle: 
Ubereinstimmung mit der von einem von uns frither angefiihrtet 
Auffassung, daB die Leguminosepflanzen ihren Stickstoff aus den 
Wurzelknéllchen in Form von organischen Verbindungen, am wahr. 
scheinlichsten als Aminosdéuren, aufnehmen. Die Leguminosepflanzen 
bedienen sich nicht nur des in Wurzelkndllchen gesammelten Stickstof/s 
sondern gleichzeitig auch des Kohlenstoffskeletts, an welches der Stickstoj) 
gebunden ist. Hierdurch wird erreicht, dab die Kohlenstoffverbindungen 
welche in Leguminosepflanzen synthetisiert und dann in die Wurzel- 
knéllchen gewandert sind, mindestens zum Teil als Aminoséuren wiede! 
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4,95 


, |N in 0 
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Leguminose-Bakterien und Pflanzen. IX. ll 


yon den Pflanzen gebraucht werden. Die Leguminosepflanzen bekommen 
in dieser Weise fertige Bausteine der EiweiBstoffe von den Wurzel- 
knéllchen. Fiir einige Leguminosepflanzen sind diese besonders zur 
EiweiBsynthese geeignet, fiir andere dagegen nicht. Der Rotklee, 
der in den im Quarzsand ausgefiihrten Versuchen ausschlieBlich mit den 
aus den Wurzelknéllchen entnommenen Stickstoffverbindungen am 
besten wachst, gedeiht in den sterilen Nahrlésungen am besten mit 
Aminoséuren. Der WeiBklee, der in den im Quarzsand ausgefiihrten 
Versuchen mit Ammoniumnitrat viel besser als ausschlieBlich mit 
Knéllchenbakterien gewachsen ist, gedeiht auch in sterilen Nahrlésungen 
mit Ammoniumsalzen und Nitraten viel besser als mit Aminoséuren. 

Auch auf einem anderen Wege haben wir versucht, Klarheit dariiber 
zu gewinnen, in welcher Form die Leguminosepflanzen ihren Stickstoff 
aus den Wurzelknéllchen aufnehmen. Wie wir schon friher gezeigt 
haben, beginnen aus den Wurzelknéllchen sofort nach der Bildung 
derselben Stickstoffverbindungen herauszudiffundieren. Man kann 
unseres Erachtens mit gutem Grund annehmen, daB diese Verbindungen 
die gleichen sind wie diejenigen, welche die Wirtspflanze ausnutzt. 
Darum ist zur Klarung der vorliegenden Frage wichtig, zu erforschen, 
welcher Art die aus Wurzelknéllchen herausdiffundierenden Stickstoff- 
verbindungen sind. Dies kann man nur in sterilen Kulturen untersuchen. 
Weil die Leguminoseknéllchen in Nahilésung nicht wirksam sind und 
iiberhaupt nicht gebildet werden, offenbar aus Mangel an Luft, konnten 
wir die oben angewandte sterile Wasserkulturmethode nicht in diesem 
Falle anwenden. Bringt man dagegen so viel gekérnten Bimsstein in die 
Nahrlésung, daB der Bimsstein noch ganz feucht ist, daB aber die 
Fliissigkeit nicht den Bimsstein iibersteigt, so werden bei Anwendung von 
mit Kndéllchenbakterien geimpften Samen kraftige Kndéllchen an den 
Wurzeln gebildet, und man kann die Leguminosen in sterilen Nahr- 
lésungen ohne zugesetzte Stickstoffnahrung zum Wachstum_ bringen. 


Nach dieser Methode haben wir schon einige vorlaéufige Versuche mit 
Wicken ausgefiihrt. In groBe Flaschen wurden je 3,5 Liter einer Nahr- 
lésung von obenerwahnter Zusammensetzung, aber ohne etwaige Stickstoff - 
verhindungen, und dann so viel gekérnter Bimsstein gebracht, da®B der Bims- 
stein ganz feucht war. Die mit Wattepfropfen geschlossenen Flaschen 
wurden dann im Autoklaven sterilisiert. Nach Erkalten wurden in alle 
Flaschen méglichst steril 16 Wickensamen, welche mit Sublimatlésung steri- 
lisiert, mit sterilem Wasser gewaschen und dann mit einer Wassersuspension 
der betreffenden Leguminosebakterien geimpft waren, eingebracht. Nach 
einmonatlichem Wachstum wurden die Ff laschen geéffnet. Es waren dabei 
an den Wurzeln zahlreiche Kndéllchen gebildet. Die Pflanzen wurden sorg- 
faltig herausgenommen, die Bimssteinmasse mit Wasser extrahiert und die 
erhaltene, filtrierte, gelbliche Lésung nach Zusatz von Magnesiumoxyd 
mit Wasserdampf destilliert. Mit Nesslers Reagens war in dem Destillat 
kein Ammoniak nachzuweisen. In dem Riickstand nach der Wasserdamptf- 
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destillation bestimmten wir Stickstoff nach Kjeldahl. Auch in den Pflanzen 
wurde der stickstoff bestimmt. 
Wir fiihren hier das Pesultat eines Versuchs an. 
im oberirdischen Teile, 43,8 mg 
in Wurzeln mit Kndéllchen 17,4 ,, 
N in Lésung 11.8 .. . davon 1,2 mg Amino-N nach van Slyke 


N in 16 Pflanzen 61,2 mg } 


zusammen 73,0 mg N 

In den verwendeten Samen befand sich im Durchschnitt 1,9 mg 
N pro 1 Samen, in 16 Samen also 30,4 mg N, wonach 42,6 mg N von 
Kndllchenbakterien gesammelt waren. In der Lésung befanden sich 
11,8 mg N. Die Natur dieser Stickstoffverbindungen kennen wir noch 
nicht genauer. Soviel geht jedoch aus unseren bisherigen Bestimmungen 
hervor, daB jedenfalls ein Teil des in Lésung gefundenen Stickstoffs als 
Amino-N vorkommt und daB kein Ammoniak in der Lésung vor- 
handen ist. 

Diese Versuche werden noch in grobem Mafstabe fortgesetzt, 
und wir hoffen, die Natur der aus Wurzelknéllchen herausdiffundierenden 
N-Verbindungen dadurch direkt bestimmen zu kénnen. 

Zum SchluB sei noch ein sehr merkwiirdiger Umstand, der bei allen 
unseren Versuchen in sterilen Nahrlésungen mit verschiedenen N- Quellen 
konstatiert wurde, erwahnt. Wdhrend des Wachstums verschwanden 
niimlich bedeutende Mengen Stickstoff. Die in den Pflanzen und in der 
Nahrlésung befindliche gemeinsame Stickstoffmenge war nach den 
Versuchen immer geringer als die in der Nahrlésung urspriinglich 
gefundene. Je kraftiger das Wachstum in den Flaschen war, um so 
groBer war auch der Stickstoffverlust. Diese Erscheinung war ohne Aus- 
nahme in allen Versuchsserien zu beobachten. In den Parallelkolben, in 
die man keine Samen gesit hatte, war — wie natiirlich zu erwarten - 
kein Stickstoffverlust zu konstatieren. Wir werden im folgenden Stick- 
stoffbestimmungen von einigen Versuchsserien anfiihren. Die Be- 
stimmungen sind nach Kjeldahl ausgefiihrt worden. 


Rotklee. 


Versuchsserie 4. 3. Mai bis 15. Juni 1930. 





_ — eas N-Verlust 
N in N in an- N in N in pnts, 1€ 

Angewandte Lisung im | gewandten Lisung “Mi: ioe ion 
Stickstoffnahrung Anfang Samen am Ende Pflanzen ‘lo yom 
angew. 

N 


g g g g g 


Hydrolysiertes Casein 0,595)  0,0017 0,1592  9,9365 90,4910 — 67,2 
Asparaginsiure T. . 0.5950 = 0.0117 0.2856  0,9226 0,2885 483 
R IIT. . 05950  0,0017 0.2695 | 9,9218 0,8037 = 51,2 
Ammoniumsulfat IT. 9,5950 | 0,9917 0.2983 09,0114 0.2870 481 
‘ Il. 05950 | 90,0017 03058 0.9127 0.2782 46,6 
Kaliumnitrat . . . . 0,5950 | 0,0017 0.3248 0,0077 0.2642 443 
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Leguminose-Bakterien und Pflanzen. IX. 13 


Versuchsserie 7. 14 August bis 10. Oktober 1930. 





N-Verlust 





N in N in an- N in — 
Angewandte Lisung im gewandten  Lisung a oy 
Stickstoffnahrung Anfang Samen am Ende Pflanzen aeoaer. 
g g ns g g N 
Hydrolysiertes Casein 09,5950 = 0,0017 0,1612 0,0326 04029 67.5 
Asparaginsiure . . 0.5950  0,0017 0.2547 0,0254 0,3166 53,1 
Ammoniumsulfat . . 0.5950 0,007 0.2929 0.0140 0.2898 48,6 
Kaliumnitrat . . . . 0.5950 0.0017 0.8225 0.0095 0.2647 44.4 
WeitBklee. 
Versuchsserie 3. 30. August bis 12. November 1930. 
N in N in an- N in Lal N-Vertust 
Angewandte Lisung im | gewandten Lisung : N in “oo 
Stickstoffnahrung Anfang Samen am Ende Pflanzen te Racy 
g g g g rt 


Hydrolysiertes Casein 0,5950 0.0017 | 0.4170 0,0091 | 0.1706 28.6 


Arparaginsaure . . . | 0,5950  0,0017 0.4635 0,0070 01262 21,1 
Ammoniumsulfat . . 0.5950 0,0017 0.3674 0.0277 | 0.2016 33.) 
Kaliumnitrat . .. . 0.5950 0.0017 03405 0.0208 0.2354 39,4 


Die obigen und eine Menge hier nicht erwahnter Versuchsresultate 
zeigen, daB groBe Mengen Stickstoff wahrend der Versuche verschwunden 
sind. In welcher Form der Stickstoff verschwunden ist, geht aus unseren 
Versuchen noch nicht hervor. Da unsere Kulturen steril waren, ist 
eine von Bakterien hervorgerufene N-Entbindung ausgeschlossen. 
Folglich haben die Pflanzen selbst den Stickstoff in irgendeiner Form 
freigemacht. Diese auBerst wichtige Frage wird von uns spater ein- 
gehender behandelt. 


Zusammenfassung. 


Die Versuche mit Rot- und Weibklee in sterilen Nahrlésungen, 
welche verschiedene N-Verbindungen enthielten, haben folgende 
Resultate gegeben: 

Der Rotklee wachst am besten mit Aminoséuren als N-Nahrung. 
Das beste Wachstum wurde mit hydrolysiertem Casein erzielt. Mit 
Ammoniumsulfat wachst der Rotklee schon bedeutend schwacher, 
mit Kaliumnitrat ist das Wachstum noch viel schwacher. 

Der WeiBklee verhalt sich zu diesen N-Verbindungen umgekehrt. 
Er gedeiht am besten mit Ammoniumsulfat. Mit Kaliumnitrat ist das 
Wachstum etwas schwacher, mit Aminoséuren sehr schwach. 


Die Aminoséuren werden als solche, und nicht das eventuell ab- 


gespaltene Ammoniak von den Pflanzen verwertet, denn das pa der 
Nahrlésungen mit Aminoséuren (hydrolysiertem Casein und Asparagin- 














4 
: 
' 
; 
: 





14 A. T. Virtanen u. S. von Hausen: Leguminose-Bakterien u. Pflanzen. LX 


sdure) blieb wahrend des Wachstums konstant, und kein Ammoniak war 
auf irgendwelcher Stufe der Versuche nachzuweisen. 

Unsere Versuchsergebnisse stehen in voller Ubereinstimmung mit 
der von einem von uns frither angefiihrten Auffassung, daB die 
Leguminosepflanzen ihren Stickstoff aus den Wurzelkndllchen in 
Form von organischen Verbindungen, am wahrscheinlichsten als Amino 
siuren, aufnehmen. 

Bei allen Versuchen verschwanden bedeutende Mengen Stickstoff 
wahrend des Wachstums, obwohl die Nahrlésungen steril waren. 

Aus den Wurzelknéllchen diffundieren nach unseren friiheren 
Versuchen Stickstoffverbindungen sofort nach der Ausbildung der 
Kndéllchen heraus. Es ist somit die Méglichkeit vorhanden, diese 
N-Verbindungen in Substanz zu isolieren und ihre chemische Natur zu 
erforschen. Die ersten Versuche in dieser Richtung sind oben be- 
schrieben. 
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Manometrische Bestimmung des Wasserstoffsuperoxyds. 


Von 
Akiji Fujita und Takeshi Kodama. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts. Tokio. ) 


(Eingegangen am 23. Dezember 1930.) 


Nach der Dehydrierungstheorie von Wieland! muB bei der Zell- 
oxydation in Gegenwart des Sauerstoffs als Wasserstoffakzeptor Wasser- 
stoffsuperoxyd entstehen. Alle Gewebszellen und viele Bakterien ent- 
halten Katalase*. Tanaka® wies die Produktion der reichlichen Menge 
Wasserstoffsuperoxyd von Chlorella durch Photoxydation des Chloro- 
phylls nach. Nach den Untersuchungen von Me Leod und Gordon‘, 
Avery und Neill® und Hagan® entsteht Wasserstoffsuperoxyd, wenn 
man anaerobe Kulturen von Pneumokokken oder deren Extrakt der 
Luft aussetzt. Die bei der Pneumokokkenkultur entstehende griine 
Verfarbung ist eine Folge der Umwandlung des Hamoglobins zu Methamo- 
globin und riihrt von dem produzierten Wasserstoffsuperoxyd her. Ein 
Zusatz von Gewebefliissigkeit oder Blut bei der Ziichtung der katalase- 
freien Bakterien, z. B. Pneumokokken, wirkt wenigstens teilweise 
deshalb giinstig, weil die Zusatze die Giftigkeit des produzierten Wasser- 
stoffsuperoxyds durch Katalase neutralisieren. Thurlow? und Dixon* 
fanden die Produktion des Wasserstoffsuperoxyds bei der Oxydation 
der Xanthinbase in Luft; nach Wieland® kann man dabei mittels Ceri- 
hydroxyd Wasserstoffsuperoxyd als Zwischenstufe abfangen. 

Nach diesen Tatsachen ist es offenbar, daB es zwischen der Lebens- 
tatigkeit und Wasserstoffsuperoxydproduktion irgendeinen Zusammen- 


1 Wieland, Ergebn. d. Phys. 20, 477, 1922. 

2 Fujita u. Kodama, diese Zeitschr. 282, 20, 1931. 

3% Tanaka, ebendaselbst 157, 425, 1926. 

* McLeod u. Gordon, Biochem. Journ. 16, 499, 1922. 

5 Avery u. Neill, Journ. of exper. Med. 89, 347, 357, 543, 757, 1924. 
® Hagan, Proc. Soc. Exper. Biol. 21, 570, 1924. 

? Thurlow, Biochem. Journ. 19, 175, 1925. 

8 Dixon, ebendaselbst 19, 507, 1925. 

® Wieland u. Rosenfeld, Ann. 477, 32. 1929. 
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hang gibt; es ist deshalb die quantitative Bestimmung des Wasser- 
stoffsuperoxyds fiir das Studium der Lebenserscheinungen recht 
wichtig. 

Im folgenden werden zwei manometrisch-quantitative Bestimmungs- 
methoden fiir Wasserstoffsuperoxyd beschrieben. Als ein spezifischer 
Vorzug dieser Manometrie ist hervorzuheben, daB die Herstellung 
der Reagenzien ganz einfach ist und daB es keiner besonderen Standard- 
lésungen bedarf, sowie der Umstand, da8 Triibung und Farbung der 
Fliissigkeiten keine Stérung der Messung verursachen kénnen. 


Methodik. 


Erste Methode. 

Prinzip. Wie bei der gewéhnlichen Manometrie laBt man das 
Wasserstoffsuperoxyd in stark saurer Reaktion auf Permanganat 
einwirken; der dabei entstehende Sauerstoff wird manometrisch be- 
stimmt. Die Reaktionsformel ist die folgende: 

2 KMnO, + 5 H,O, + 3H,SO, = K,SO, + 2MnSO, + 50, + 8H,0. 

Messungsmethode. Man verwendet kegelférmige GefaiBe von etwa 
15 bis 20 ccm Inhalt. 

Hauptraum: I ccm H,O, enthaltende Fliissigkeit (0,003 bis 0,012 Mole 
pro Liter) -+ leem 1%ig. H,SO,. 
Anhang: 0,lcem 10%ig. KMnQ,. 

Man schiittelt die GefaiBe nach Anschlu8 ans Manometer im 
Thermostaten von beliebiger Temperatur. Nach Druck- und Tem- 
peraturausgleich wird der Inhalt vom Anhang in den Hauptraum des 
GefaiBes eingekippt, und nach 15 Minuten wird die Niveausteigerung 
der Sperrfliissigkeit abgelesen. ° 
‘ Rechnung. Aus der Niveausteigerung der Sperrfliissigkeit wird 
die entstandene Sauerstoffmenge x, (0° C, 760 mm Hg) nach Warburg’ 
berechnet. 

Die Konzentration der H,O,-Lésung ist nach folgender Formel 
zu berechnen: 


Cu, 0, = 4,46 ° 105. XO, Mole/Liter, 
= 0,152. Xo, mg/dl. 


Messungsbereich. Die exakt meBbare Konzentration des Wasser- 
stoffsuperoxyds ist 0,003 bis 0,012 Mole/Liter. Wenn man von der 
Wasserstoffsuperoxydlésung 2 cem fiir den Hauptraum nimmt, so ist 
die Konzentration bis 0,0015 Mole/Liter sicher zu bestimmen. 


! Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
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Manometrische Bestimmung des Wasserstoffsuperoxyds. 17 


Versuchsbeispiel : 


pe eer = 38°C 
Absorptionskoeffizient . . . . . % 0,024 
Fliissigkeitsvolumen (ccm). . . . “pF 2,1 
Gasvolumen (cem)...... . “@ = 14,85 
GefaBkonstante (mm)... . . k0, = 1,31 
Niveausteigerung (mm)... ..h + 169 
Entstandener Sauerstoff (emm) . x 169 . 1,31 221 
H,O,-Konzentration . . .. . . CH,0 = 4,46.10—°. 221 


9,88 . 10-% Mole/Liter 
33,6 mg/d | 
Versuchsergebnisse. Ein Vergleich der manometrischen Versuche 
mit der Manganometrie wird in Tabelle I angefiihrt. 








Tabelle J. 
we o, ee! ete 
Manometrie Manganometrie 0/9 
1 221.0 9,88 10,00 -1,2 
2 222.0 9,92 10,00 — 0,8 
3 220.0 982 10.00 18 
4 271,5 12,10 12,10 0 
5 137,0 6,11 6,05 + 1,0 
6 68,3 3,05 3,03 + 0,7 
7 274,5 12,25 12,10 + 1,2 
s 1375 | 6,13 6,05 413 
9 69,0 3,08 3,03 + 1,6 
10 254,0 11,34 11,40 0,5 
11 127,0 5,67 5,70 — 0,5 
12 63,8 2,84 2.85 -0,4 
Wie ersichtlich, liegt die Fehlergrenze innerhalb 2°,. Bei dieser 


Methode ist die entstandene Sauerstoffmenge im Vergleich zu der 
zweiten Methode etwas gréBer, und infolgedessen kann eine noch 
kleinere Menge Wasserstoffsuperoxyd gemessen werden. 


Zweite Methode. 

Prinzip. Wasserstoffsuperoxyd wird durch Katalase gespalten, 
und es entsteht quantitativ Sauerstoff. Diese Katalasewirkung wird 
zur quantitativen Bestimmung des Wasserstoffsuperoxyds verwendet. 
Die Reaktionsformel ist die folgende. 

2H,O, = 2H,O + Oy. 

Als Katalase kann man beliebige Katalasepraparate benutzen. 
Da aber das Blut beliebiger Tiere sehr einfach und leicht zu erhalten 
ist, sehr reichliche Mengen Katalase enthalt! und nach der folgenden 


' Fujita u. Kodama, diese Zeitschr. 282, 20, 1931. 
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Anordnung praktisch keine Atmung zeigt, so ist es ein sehr geeignotes 
Enzymmaterial. Nach Novy und Freer! und Bach und Chodat? wirkt 
Katalase spezifisch auf Wasserstoffsuperoxyd, aber nicht auf organische 
Peroxyde. Deshalb ist eine Beimengung solcher Peroxyde fiir unsere 
Methode belanglos, und die Unterscheidung des einen von den anderen 
ist nach unserer Methode ganz leicht. Wenn die zu untersuchende 
Flissigkeit organische Substanzen enthalt, wird die Messung mit dei 
ersten Methode manchmal durch Entstehung von Kohlenséure ode: 
anderen Gasen gehindert. Die zweite Methode jedoch bleibt auch in 
solchen Fallen ungestért. 


Messungsmethode. Man verwendet kegelférmige GefiBe. 

Hauptraum: | cem H,O,-haltige Fliissigkeit + 1 cem Phosphatpuffer (py 
etwa 6,8) (m/15 primares und sekundares Phosphat gleiche 
Volumina). 

Anhang: 0,1 cem Blut. 

Die GefaiBe werden mit dem Manometer verbunden, im Thermo- 
staten geschiittelt; nach Temperatur- und Druck-ausgleich wird der 
Inhalt vom Anhang in den Hauptraum eingekippt und die dabei ent- 
stehende Niveausteigerung nach 15 Minuten abgelesen. 


Rechnung. Wie bei der ersten Methode wird aus der Niveau- 


steigerung der Sperrfliissigkeit die entstandene Menge Sauerstoff x, 
(0° C, 760 mm Hg) berechnet, und die Wasserstoffsuperoxydkonzentra- 
tion wird durch folgende Formel ermittelt : 


= 8,94.10°°. x, . Mole/Liter, 


Cy,o, = 


= 0,304 vO, mg/dl. 


Mefbereich. Der exakt meBbare Konzentrationsbereich des Wasser- 
stoffsuperoxyds ist 0,005 bis 0,025 Mole/Liter. Wenn man fiir den 
Hauptraum 2ccm Wasserstoffsuperoxydlésung nimmt, so kann man 
Konzentrationen bis 0,0025 Mole/Liter noch sicher bestimmen. Kon- 
zentriertere Lésungen miissen auf eine geeignete Konzentration ver- 
diinnt werden. 


Versuchsergebnisse. Wie Tabelle II zeigt, liegt der Messungsfehler 
im Vergleich zur Manganometrie gewéhnlich innerhalb 3°. Bei- 
mengung von | Teil Bouillon oder Eieralbuminlésung, die verdiinnte: 
als 2°%, ist, zu 2 Teilen H,O,-Gemisch, hat praktisch keinen Einflub 
auf die Messungsergebnisse. 


' Novy u. Freer, Amer. Chem. Journ. 27, 161, 1902. 
2 Bach u. Chodat, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 36, 1756, 1903. 
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Manometrische Bestimmung des Wasserstoffsuperox yds. 


Tabelle 11. 


1” 





: Zusatz Hz Oo-Konzentration 10-3 Mole/Liter 
Nr. zu 2cem “0, : 
Hy Oy-Gemisch if Manometrie Manganometrie 
1 285.5 25.5 25,0 
2 143,0 12,8 12.5 
3 281.5 25,1 25,0 
4 142.5 12,7 12.5 
5 71.0 6,34 6,25 
6 281.0 25,1 25,0 
7 140.5 12.6 12,5 
8 71.5 6,38 6,25 
9 279,0 25,0 25,0 
10 lecm Bouillon 140.5 12,6 12,5 
11 70,8 6,43 6,25 
12 | leem 2%ig. 261.5 23,4 24,2 
13 Eieralbumin 130.3 11,6 12,1 
14. | (Kahlbaum) 65.4 58.4 60,5 


Zusammenfassung. 


Fehler 
%% 


20 


Es wurden zwei manometrische Bestimmungsmethoden fiir Wasser- 
stoffsuperoxyd beschrieben. Beide Methoden stimmen innerhalb der 
Fehlergrenze von ungefahr 3°., gut mit der manganometrischen Methode 
iiberein. Sie sind, da eine Triibung und Farbung der zu untersuchenden 
Lésung nicht stért, auch in Fallen anwendbar, wo die manganometrische 


Bestimmung versagt. 
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Manometrische Bestimmung der Katalase. 


Von 


Akiji Fujita und Takeshi Kodama. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts, Tokio.) 


(Eingegangen am 23. Dezember 1930.) 


Bisher wurden zwei Methoden zur Untersuchung der Katalase an- 
gewendet. Die erste Methode ist die volumetrische, bei der die durch 
Einwirkung der Katalase auf Wasserstoffsuperoxyd entstandene Sauer- 
stoffmenge im Eudiometer gemessen und daraus die Katalasewirkung 
bestimmt wird. Unter den Forschern, die diese Methode an- 
gewandt haben, sei besonders Morgulis genannt. Die zweite Methode 
ist die titrimetrische, und zwar die manganometrische, die bisher am 
meisten benutzt wurde, so von v. Euler, Senter, Hennichs u.a. Die 
Anwendung der Manometrie auf diesem Gebiet wurde zuerst von War- 
burg und Uyesugi', allerdings nicht fiir Katalaseuntersuchungen, son- 
dern fiir die Untersuchung der Blackmanschen Reaktion der Chlorella, 
vorgenommen und nachher von Toda? fiir Untersuchungen iiber den 
EinfluB des Athylearbylamins auf Leberkatalase verwendet. Bei 
der zuletzt genannten Arbeit diente die manometrische Methode zu 
besonderen Vergleichszwecken. Es handelte sich mehr um qualitative. 
aber um keine quantitative Bestimmungen. Von den quantitativen Be- 
stimmungsmethoden, die bisher angegeben worden sind, ist das von 
v. Euler? und Hennichs* benutzte manganometrische Verfahren das 
genaueste. Die Katalasestarke wird mit Kat.f. ausgedriickt, die 
folgende Bedeutung hat: 


Reaktionskonstante k (pq 6,8, 0°C) 


Kat.f. = : : - 
” Trockengewicht in g in 50ccm Lésung 


Da aber die Reaktionskonstante nicht allgemein konstant ist, son- 
dern sich manchmal mit der Zeit infolge der irreversiblen Zerstérung 


' Warburg u. Uyesugi, diese Zeitschr. 146, 486, 1924. 

2 Toda, ebendaselbst 127, 17, 1926. 

3 ». Euler, Hofmeisters Beitr. 7, 1, 1906. 

* Hennichs, diese Zeitschr. 145, 286, 1924: 171, 314, 1926. 
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der Katalase durch Wasserstoffsuperoxyd andert, so ist Kat.f. auch 
nicht sehr exakt. Bei der Blutkatalase wird oft die von Bach und 
Zubkowa* angegebene Katalasezahl benutzt. Das ist die Menge Wasser- 
stoffsuperoxyd in Milligramm, die durch 0,001 ccm Blut unter be- 
stimmten Bedingungen durch Katalase gespalten worden ist. Die 
Katalasezahl, berechnet fiir 10° Erythrocyten, wird Katalaseindex 
genannt (T'hienen®). Da aber bei dieser Methode das optimale px der 
Katalasewirkung ganz unberiicksichtigt geblieben und die Erythro- 
cytenzihlung mit nicht unbedeutenden Fehlern behaftet ist, so kann 
das Resultat nicht sehr genau, vielleicht fiir klinische Zwecke hin- 
reichend sein. Es ist sehr fraglich, ob dieses Verfahren fiir ein anderes 
Material als Blut auch quantitativ zuverlissige Werte gibt. 

Die hier im folgenden zu beschreibende Bestimmungsmethode 
halten wir fiir die genaueste, und da sie fiir alle Materialien einheitlich 
mit derselben Einheit ausgedriickt werden kann, auch fir die richtigste. 


Einteilung der Arbeit. 
I. Untersuchungsmethode. 
Il. Uber verschiedene Bedingungen. 
III.. Katalasegehalt der Bakterien. 
IV. Katalasegehalt der verschiedenen tierischen Gewebe. 
V. Katalasequotient der gereinigten Katalase. 
VI. Zusammenfassung. 


I. Untersuchungsmethode. 

Bei den Bakterien benutzt man Suspensionen, bei den Geweben 
Schnitte oder Emulsionen. Die Schnitte diirfen nicht dicker sein als 
etwa 0,5 mm, was ungefahr der Grenzschnittdicke von Warburg® bei der 
Atmungsmessung der meisten Gewebe entspricht. 





Die Suspensionsflissigkeit hat folgende Zusammensetzung: 


‘ End- 
. = Mischungs- . 
Selattonngen verhiltnisse --Konzentration 
0,154 mol. NaCl 95,0 143,00 
0,154 , NaH,PO, 7,5 4 100 1,13 
0.11 . Na,HPO, 42.5 | 4.58 
0,154 . NaHCO; 2 3,02 . 


Alle Salzlésungen sind dem Saugetierserum ungefahr isotonisch. 
Bei der Messung verwenden wir kegelférmige GefiBe. 


Hauptraum: 3 ccm Suspensionsfliissigkeit. 
Anhang: 0,1 ecem 0,31 mol. H,Q,. 


' Bach u. Zubkowa, diese Zeitschr. 125, 283, 1922. 
2 Thienen, Zentralbl. f. Biochem. 20, 595, 1917. 
3 Warburg. Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
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Die GefaiBe werden mit dem Manometer verbunden und im Thermo 
staten von 38°C geschiittelt. Nach Temperatur- und Druckausgleic!, 
kippt man den Inhalt des Anhangs in den Hauptraum ein und miBt 
die in 30 Minuten entstehende Sauerstoffmenge nach Warburg}. Die 
Sauerstoffmenge in Kubikmillimeter (0°C, 760mm Hg), dividiert 
durch das Trockengewicht in Milligramm, nennen wir Katalasequotient . 
er wird mit Qx,; bezeichnet. 


Also ist 
Die in 30 Min. entstandene O,-Menge (cmm) bei 38°C 





at. Trockengewicht (mg) 

Bei der Rechnung werden solche Werte nicht benutzt, bei 
denen tiber 50°, des genommenen Wasserstoffsuperoxyds gespalten 
worden sind. Die zu untersuchende Katalasemenge muB auf eine 
geeignete Konzentration verdiinnt werden, um richtige Ausschlage 
zu liefern. ' 


Die Konzentration des Wasserstoffsuperoxyds ist nach dem Ein- 
kippen m/100, und das px der Lésung 7,4. 


Das kéufliche Wasserstoffsuperoxyd enthalt manchmal Saure 
als Stabilisierungsmittel, wovon das H,O, vorher durch Destillation 
befreit werden muB. Das gereinigte Wasserstoffsuperoxyd ist leicht 
zersetzlich, deshalb mu8B der Titer jedesmal manganometrisch oder 
nach unserer Methode? bestimmt werden. 


Zur Herstellung der Bakteriensuspension werden zuniachst die 
Bakterien in der Flissigkeit gleichmaBig suspendiert und sehr kurz 
zentrifugiert, wodurch die Bakterien von den Beimengungen befreit 
werden. Dann wascht man die Bakterien durch starke Zentrifugierung. 
Zur Bestimmung des Trockengewichts zentrifugiert man die Suspen- 
sion im Hamatokriten, der vorher mit Quecksilber genau zu eichen 
ist. Jede 15 oder 30 Minuten miBt man das Volumen. Die Zentri- 
fugierung wird fortgesetzt, bis zwei hintereinander gemachte Ab- 
lesungen gleich bleiben. AuBerdem miBt man genau das Trocken- 
gewicht. Daraus wird der Quotient Volumen (cmm) : Trockengewicht 
(mg) berechnet. Mit diesem Quotienten kann man leicht durch gemessene 
Volumina das Trockengewicht berechnen. Dieser Quotient schwankt 
je nach den Bakterien etwas und liegt zwischen 3 bis 4. Bei Schnitten 
wird nach der Messung mit destilliertem Wasser abgespilt, im Trocken- 
schrank zur Gewichtskonstanz getrocknet und das Gewicht mit der 
Mikrowaage bestimmt. 


' Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
2 Fujita u. Kodama, diese Zeitschr. 282, 15, 1931. 
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Berechnung. Die Niveausteigerung in 30 Minuten nach Einkippen 
seih mm, die GefaBkonstante ky, qmm; dann ist die entstandene Sauer- 
stoffmenge x), emm nach Warburg nach folgender Formel zu berechnen . 


XO, = h . ko,- 


Die berechnete Sauerstoffmenge bei totaler Spaltung des Wasser- 
stoffsuperoxyds wird durch folgende Forme] angezeigt : 


t, = 11,2. 10%. cv, 


worin ¢ = Konzentration der Wasserstoffsuperoxydlésung in Mol/Liter 
und v= Volumen der Wasserstoffsuperoxydlésung in Kubikzenti- 
meter ist. 

Wenn die zu messenden Zellen stark atmen, wird der Einsatz jedes 
GefaBes mit 0,2 ccm 5°, iger Kalilauge beschickt und die Restatmung 
gemessen. Die gemessenen Werte der Hauptversuche werden mit 
diesen Atmungswerten korrigiert. Das kommt nur in solchen Fallen 
in Betracht, wo die Atmung sehr groB und der Katalasegehalt sehr 
klein ist. Bei den meisten Bakterien und Geweben ist diese Korrektur 
unnétig. Da aber die Atmung nach Zusatz des Wasserstoffsuperoxyds 
nicht immer gleich stark fortbesteht, sondern manchmal abgesch wacht 
wird, so ist die Messung nur dann genau, wenn die Korrektur gegen 
die gemessenen Werte klein ist; sonst kann die Messung mit groBem 
Fehler behaftet sein. 


Versuchsbeispiele. Das erste Beispiel mit Staphylococcus pyogenes 
albus wird im Protokoll 1 gezeigt. Wie man sieht, sind die gefundenen 


Protokoli 1. 


Staphylococcus pyogenes albus. O, fiir totale Spaltung: 123 cmm. 





DEN 5.5 6 cw 0 84s 1 2 3 
Bakterienvolumen (cmm) .. . 6,42 . 10-2 3.2L . 10-2 1,60. 10-2 
Trockengewicht (mg)... . . 1,89 . 10-2 0,945 . 10-2 0,47 . 10-? 
Hauptraum (Bakteriensuspens.) 1,0 1,0 1,0 
Anhang (0,.l1lm H,0,) ... . 01 0,1 0,1 
Flissigkeitsvolumen (ecm) . . Up = 1) Up = 11 Up = 11 
Gasvolumen (ccm). ...... Yq = 14,75 "gg = 14,% Vg = 16,51 
Gefibkonstante (qmm) ... . ko, = 1,38 ko, = 1,81 vo, = 1,45 


Nach Einkippen: 


10 Min. + 445 + 28 + 12 

10 , + 95 + 6,5 + 3,5 

10 + 45 + 3 + 1,0 
Summe: 30 Min. h 58,5 h 37,5 h 16,5 
Entstandener O, (emm) «9, = 80.9 Io, = 49,2 TO, 24,0 
Gespaltenes Hy) (%) . 65,5 39,8 19,5 


Oxat. oa Sel ee - ew A 4 (4300) 5200 5120 


mS ayfietow in o-wragretan: 
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Quotienten konstant, solange weniger als 50°, H,O, gespalten 
werden. 


Als zweites Beispiel mit Atmungskorrektion wird ein Versuch mit 
Sakéhefe im Protokoll 2 gezeigt. 


Protokoll 2. 


Saccharomyces Saké. QO, fiir totale Spaltung: 123 cmm. 





GefiBnummer......... 


Bakterienvolumen (emm) .. . 
Trockengewicht (mg) 
Hauptraum (Suspension) 
Kinsatz (5%/9ig. KOH) .... 
Anhang (0,11 m H2 0.2) 


Flissigkeitsvolumen (ccm) . . Ian =e 1 Up 
Gasraum (cem) 7 = 15,68 Vg 


GefiBkonstante (qmm) .... e ko 


Nach Einkippen: 
10 Min. - + 30,0 
10 , ), + 13,5 
10 , — 5, + 7,0 


Summe: 30 Min. h— + 50,5 


Entstandener 0, (cmm) . + 72,6 + 35,2 
Korrektionswert (Atmung) -- 29,7 9,3 

Entstand. O, korrig. (emm) «o,= + 102,3 ap, =+44,5) ; 
Gespaltenes H,O, (%) . - 83 36 

QKat. (32) 44.5 45,2 


In diesem Falle sind Qg,, nach Korrektion der Atmung konstant, 
wenn weniger als 50°, H,O, gespalten wurden. 


Als drittes Beispiel wird noch ein Versuch mit Gonokokken hinzu- 
gefiigt, welche eine sehr spezifische Katalasewirkung zeigen, da die 
H,0,-Spaltung innerhalb 10 Minuten nach Einkippen des Wasser- 
stoffsuperoxyds stillsteht (Protokoll 3). 


Wie ersichtlich, sind Q,,, auch in diesem Falle konstant, wenn 
weniger als 50°, H,O, gespalten wurden. 
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Protokoll 3. 


Gonokokken. O, fiir totale Spaltung: 123 cmm. 








GefaBnummer........-. 1 2 3 4 5 
Bakterienvolumen (emm) . . .« 10. 10-2 5. 10-2 2. 10-2 1. 10-2 0.5 . 10-2 
frockengewicht (mg)... . .- 2,94. 10-2 | 1,47.10-2 | 0.59.10-2) 0,30.10-2 0.15.10 
Hauptraum (Suspension) .. . 1,0 1,0 1,0 1,0 10 
Anhang (0,11m H,Q2) ... . 01 0,1 0,1 0,1 01 
Fliissigkeitsvolumen (cem) .. Up 1) | Up= 1) | Up= 1) Up= 11 Up= 11 
(Gasraum (eem) ....... . Ug = 15,75 UG =14,% | Ug = 15,75 Ug = 14.9% Vg= 1651 
GefaBkonstante (qmm) -... ko,= 1,38 |ko,= 1,31 ko, = 1,38 ko,= 1,31 ko,= 1,48 


Nach Kinkippen : 





10 Min. + 75,5 + 61 + 37 + 195 + 9 

10 , 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 
Summe: 30 Min. h=+ 755 h—+61|/h—=+837 h=+195'h +9 
Entstandener Op (Cmm) . xo,— 104 x9, = ‘80 Xp, = 51,1 rp, = 25,6 rp = 12,8 

; 2 2 2 2 2 

Gespaltenes HyO, (%) . 84,3 64,8 41,3 20,7 10,4 
Gen cs ewe se ss | GD | CEO) 700 8720 710 


Diese Beziehungen bestehen nicht nur bei den Bakterien, sondern 
auch bei Schnitten, Emulsionen und gereinigten Katalasepraparaten. 
Einige Beispiele werden in Tabelle I gezeigt. 





Tabelle I. 
In 30 Min. 

Trocken- bei 38°C = Gespalt. 

Versuchsobjekt gewicht online H2 02 OKat a 
mg emm %5 

0,297 19,4 6 65 
Retina (Kaninchen)- - - - - - 2 0,78 41,4 12 53 
0,86 51,5 15 60 
aa ate (| 0,486 55 16 118 
Jensensarkom (Ratte), Schnitt | 0.250 30 9 119 


{ 0,294 139,8 40 475 


Lunge (Ratte), Emulsion - |) 7,36.10-2 33'8 10 459 


f 8,4 .10-> 75 21,6 895000 
Gereinigte Katalase Kat.f. = 5000 - 4,2 .10-° 38 10,9 905 000 
| 9% (10-5) 18.9 5.5 900.000 


ll. Uber verschiedene Bedingungen. 


A. Messungsfehler und individuelle Schwankungen des Qxat. 


Ein Beispiel der Versuche mit sieben Fallen von Staphylococcus 
pyogenes albus wird in Tabelle II gegeben. 
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Tabelle 11. 


T. Kodama: 





Nr. 


Mitel : 





Gespaltenes 
Hy Oo 


0 
10 


38 
19 
10 
47 
24 
13 
39 
21 
10 


43 
23 
12 


23 
12 

6 
39 
21 
10 
36 
19 

9 


Vkat. 


5140 
5170 
5190 
5700 
5850 
5930 


4940 
5150 
5260 
4530 
4670 
4800 
5230 
5390 
5380 
4710 
4860 
4960 
5110 
5380 
5340 


Mittel 


5170 
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5176 
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Wie ersichtlich, betragen die Messungsfehler im Vergleich zum 
Mittelwert ungefihr 3°, und die individuellen Schwankungen un- 
gefahr 10°. 


B. Einflug von Salzen auj die Katalasewirkung. 


Untersuchungen von Senter!, Michaelis und 
Santesson*®, Favre* u.a., soll Natriumchlorid die Katalasewirkung 
hemmen; ferner soll nach Rona und Damboviceanu® Natriumbicarbonat 
die Hemmungswirkung des Natriumchlorids aufheben und Phosphat 
von der Konzentration gréBer als m/150 die Katalasewirkung hemmen. 


Das optimale pu der Katalasewirkung liegt zwischen 6,4 und 8,0. 
Versuche dariiber mit unserer Methode sind in Tabelle III angefiihrt. 


Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 257,1908; 51, 673, 1908. 
Michaelis u. Pechatein, diese Zeitschr. 58, 320, 1913. 
3 Santesson, Scand. Arch. Phys. 23, 99, 1910. 
Favre, diese Zeitschr. 33, 32, 1911. 

5 Rona u. Damboviceanu, ebendaselbst 134, 20, 
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Tabelle Ill. 

Staphylococcus pyogenes albus. Alle Salzlésungen sind dem Saiugetierserum 
isotonisch. 


A. EinfluB des NaCl und NaHCO, 








we. | Sapmedares| Feimares | nanco, | Boktntiee:| nacr [Pegitlenes, Q,., 
1 4,25 0,75 0 0,1 0 auf 100 5850 
2 4,25 0,75 0 0,1 auf 100 — 5730 
3 4,25 0,75 2 01 » 100 5780 
B. EinfluB des Phosphats. 
ae ee Destilliert Phosphatkonzentration 
: ‘ ndires “2 oe ; estilliert. —3 ] sit 
Nr Phosphat Phosphat Suspension “Wasser Pe — ani i Ykat. 
sekundar primar | 
1 17 3 0,1 auf 100 18,7 4,62 (6080) 
2 8,5 15 0. . 100 94 2,31 (6180) 
3 4,25 0,75 0,1 » 100 4,7 1,15 6250 
4 2,125 0,375 0,1 100 24 0,57 6260 


Nach unserer Methode finden wir weder die Hemmung durch NaCl 
noch deren Aufhebung durch NaHCQ,. Die Unterschiede liegen inner- 
halb der Fehlergrenze der Messung. Eine Phosphatwirkung ist nicht 
deutlich, bei einer Konzentration unter 0,005 mol. ist iiberhaupt keine 
Hemmung nachzuweisen. Wir benutzen deshalb bei unserer Methode 
diese Grenzkonzentration. 


C. EinfluB der Temperatur auj die Katalasewirkung. 
Pp 


Die Katalasewirkung ist je nach der Temperatur verschieden, 
Zwischen 0 bis 10° C ist die Wirkung am gr6éBten, und bei Temperatur- 
steigerung wird die Wirkung abgeschwacht. Dieses Verhalten ist 
besonders von Morgulis und Mitarbeitern! eingehend studiert. Wir 
haben mit unserer Methode den TemperatureinfluB untersucht und 
die Resultate in Tabelle IV wiedergegeben. 


Wie man aus der Tabelle IV sieht, bleibt die Katalasewirkung 
bei niedriger Temperatur lange erhalten, folglich ist die gesamte ge- 
spaltene H,O,-Menge bis zum Spaltungsstillstand groB; bei 38°C 
schwacht sich dagegen die Wirkung mit der Zeit bedeutend ab, und nach 
30 Minuten geht sie beinahe verloren, infolgedessen ist der Spaltungsgrad 
im letzten Falle klein. Da aber bei dieser Temperatur die Wirkung 
nach 30 Minuten beinahe vollstandig zum Stillstand kommt, so ist 


' Morgulis, Beber u. Rabkin, Journ. of biol. Chem. 68, 521, 1926; 
Morgulis u. Beber, ebendaselbst 72, 91, 1927: 77, 115, 1928. 
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Tabelle IV. 
Staphylococcus pyogenes albus. Konzentration des H,O, 0,01 mol. Trocken- 
gewicht: 7,36.10—-'mg. Die Zahlen in der Tabelle geben die entstandene 
Sauerstoffmenge in cmm. 





Zeit Temperatur 

Min. 159 C eo - wee 380 C 
10 25,6 21,0 21,7 
10 18,3 10,1 5,0 
10 14,6 6,1 1,4 
10 11,0 5,4 

10 9,5 1,3 

10 7,3 0,7 

10 6,6 0 

10 4,4 _ 

10 4,4 — 

10 3,6 

10 2,9 

10 2,2 — 
10 0.7 oon 
10 0 = 

10 =. - 
Summe: 111,0 44,6 29,0 

H, Og gespalt. 89%, 36% 23% 


diese Bedingung fiir den Vergleich der Katalasewirkung der ver- 
schiedenen Materialien giinstig. Wenn man unter diesen Bedingungen 
die Katalasewirkung miBt, sind gespaltene Wasserstoffsuperoxyd- 
quantitaét und genommene Katalasemenge immer proportional. Wir 
wahlen deshalb diese Bedingungen fiir die Bestimmung der Katalase- 
quotienten. 


D. Einflugp der Kulturbedingungen auf den Katulasegehalt. 
a) Einflu8® des Sauerstoffs wahrend der Ziichtung. 


Der Katalasegehalt der fakultativ anaeroben Bakterien soll bei 
anaeroben Kulturen nach Rywosch! und Stapp? gréBer sein, bei aeroben 
Kulturen dagegen soll er nach Virtanen und Karstrém* vermindert 
sein. Die diesbeziiglichen bisherigen Angaben gehen soweit auseinander, 
daB man nichts Sicheres aussagen kann. Wir haben deshalb nach unserer 
Methode diese Frage gepriift, mit dem Resultat von Tabelle V. 


Versuchsobjekte sind Enterokokken, kultiviert 18 Stunden lang 
auf Blutagarnihrboden bei 37° C. Fir die anaeroben Kulturbedingungen 


' Rywosch, Fermentforschung 8, 48, 1925. 
* Stapp, Centralbl. f. Bakt. 92, 161, 1918. 
3 Virtanen u. Karstrém, diese Zeitschr. 161, 9, 1925. 
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ist die bakteriologisch iibliche Methode mit alkalischer Pyrogallus- 
siure angewendet. 
Tabelle V. 








Y : Passagenzahl 
Kulturbedingung i senate Ss 
1 2 5 
Aerob . roe ee 65 60 71 
Anaerob ..... 66 65 78 


Die Zahlen in der Tabelle V bedeuten Qxq;. 


Wie ersichtlich, ist wenigstens bei Enterokokken kein sicherer 
Unterschied zu erkennen. 


b) EinfluB des Nahrbodens. 

Da das Blut sehr reichliche Mengen Katalase enthalt, so erhebt 
sich die Frage, ob der Katalasegehalt nach Kultivierung auf Blut- 
agarnahrboden nicht vermehrt ist. Wir haben mit Staphylococcus 
pyogenes albus diese Frage untersucht. Das Ergebnis zeigt Tabelle V1. 


Tabelle VI. 





Nahrboden Qkat. 
Gewohnlicher Agarniahrboden ....... 4625 
Blutagarnahrboden ............ 4659 


In diesem Falle ist kein Unterschied zu erkennen. 


Ill. Katalasegehalt der Bakterien. 


Seit den Untersuchungen von Gottstein (1893) ist die Bakterien- 
katalase von vielen Forschern untersucht. Ziemlich quantitativ unter- 
suchten Orla-Jensen1, Rywosch?, Jorns*, Ohtsubo*, Schlunk®, Stapp® u. a. 
Aber bei diesen Untersuchungen wurden bald die Bakterienvermehrung 
wahrend der Versuchsdauer nicht beachtet, bald das pa des Mediums 
nicht beriicksichtigt, oder die Katalase wurde unter Bedingungen ge- 
messen, unter denen die verschwundene Wasserstoffsuperoxydquantitat 
und die benutzte Katalasemenge nicht proportional waren. Daher 
sind die Angaben mehr qualitativ, aber nicht quantitativ: die einzige 


Orla Jensen, Centralbl. f. Bakt. 18, 211, 1907. 
Ruwosch, ebendaselbst 44, 295, 1907. 

Jorns, Arch. f. Hvg. 67, 134, 1908. 

Ohtsubo, Kitasato Arch. f. exper. Med. 6, 61, 1923. 
Schlunk, Zentralbl. f. Bakt. 92, 116, 1924. 

Stapp, ebendaselbst 92, 160, 1924. 
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quantitative Bestimmung der Bakterienkatalase riihrt von Virtanen 


und Karstrém' her, und als MaBstab des Katalasegehalts wurde folgender 


Quotient von ihnen benutzt. 


Reaktionskonstante k 


acai Bakterienzah| 

Da jedoch, wie schon betont wurde, die Reaktionskonstante nicht 
fiir lange Zeit konstant ist, sondern sich mit der Zeit andert, und auBer- 
dem die Bakterienzihlung mit bedeutenden Fehlern behaftet ist, so 
kann dieser Quotient nicht sehr genau sein. Die von uns bestimmten 
Qkar. Werden, nach der GréBe angeordnet, in Tabelle VII angefiihrt. 


Tabelle VI/. 





Art Kar. 

Rea ne oe a 15.090 
SI es oo ke. wt a bo : 9 200 
Keuchhustenbazillen .......... 9 000 
Diphtheriebazillen . . . . St ee 9000 
Staphylococcus pyogenes citreus... 6 000 
a ME Soc ee 5 200 

Proteus vulgaris . . . eS ERE 2 800 
Staphylococcus pyogenes aureus... . . 2 700 
Dy IID ig sk vee oes ow 2 100 
B. peratypnome B.. .. wk ts 1 900 
B. dysenteriae III ........... 1 700 
B. typhosus . . . Nye eter gar 770 
Meningococcus intracellularis UCase pane 710 
B. dysenteriae I. . . Bate ea a 600 
Streptococcus pyogenes at Meas eres 370 
B. influencae, Pfeiffer ......... 210 
Enterokokken* ............ 110 
B. paratyphosus A. .......... 110 
Streptococcus pyogenes «@ ........ 90 
i ME ook Fy. whee ew we is 58 
Vee Gee ww kk tt wt ws 46 
Saccharomyces, TSI areas Maa 45 
B. tuberculosis** . . Pea Shag. ig tee 16 


Milchsiurestreptokokken* , 0 
B. dysenteriae, Shiga. . ‘ 0 
Diplococens —— i, 1T*, OT. 0 
spat ae one aE eee ee eee 9 
B. Welchi*** . 0 
Bact. histolyticus *** , 0 
Rauschbrandbazillen*** . 0 


* Fakultativ anaerobe Bakterien. — ** Mit Restatmung korrigiert. — *** Obligat anaerobe 
Bakterie 


1! Virtanen u. Karstrém, |. ec. 
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Dieser Tabelle ist zu entnehmen, daB anaerobe Bakterien, wie 


schon von vielen Forschern angegeben worden ist, keine Katalase 
enthalten. Aber es gibt auch aerobe Bakterien ohne Katalase, wie 
der Shigasche Dysenteriebacillus, und auch fakultativ anaerobe Bak- 
terien mit einer maBigen Katalasemenge, wie Enterokokken. 


IV. Katalasegehalt der verschiedenen tierischen Gewebe. 


Die Gewebskatalase der Saugetiere ist oftmals untersucht (Rosen- 
haum', Juschtschenko*, Battelli und Stern*, Morgulis und Levine* u. a.). 
Alle haben den relativen Katalasegehalt bestimmt, aber nie den quan- 
titativen Gehalt. Nach unserer Methode haben wir Qx,, ermittelt. 
Dabei ist besonders hervorzuheben, daBb die Erythrocyten besonders 
viel Katalase enthalten, folglich muf’ bei Untersuchung blutreicher 
Organe das Blut griindlich entfernt werden, damit Fehler vermieden 
werden. DaB die Angaben in der Literatur oft ganz auseinandergehen 
und keineswegs einig sind, kommt, wie wir glauben, teils daher, daB 
auf den Blutgehalt der Organe nicht geachtet worden ist. Wir haben 
deshalb nach Tétung die Tiere sofort mit physiologischer Kochsalz- 
lésung vom Herzen aus durchgespiilt, bis die Lungen keine Blutfarbe 
mehr zeigten und die Durchspiilungsfliissigkeit ganz farblos wurde. 
Erythrocyten und Knochenmarkszellen wurden suspendiert, andere 
Gewebe wurden bald als Schnitt, bald als Emulsion untersucht. Wenn 
die Schnittdicke kleiner als ungefahr 0,5 mm ist, so sind die gefundenen 
Quotienten dieselben wie bei Emulsionen. Die Lunge ist nur als 
Emulsion zu untersuchen, weil es nicht nur sehr schwer ist, Schnitte her- 
zustellen, sondern auch weil die Schnitte auf der Oberflache der Fliissig- 
keit schweben und die Fliissigkeit wegen des Luftgehalts nicht in das 
Gewebe eindringen kann. Unsere Versuchsergebnisse sind in Tabelle VIII, 
der GréBe nach geordnet, angefiihrt. 


Knochenmarkszellen, Blutplattchen und endokrine Organe wurden 
wie bei der Messung des Stoffwechsels prapariert (Fujita®). Reine 
Leucocyten wurden nach Jglauer* erhalten. Hiihnerretina zeigt nach 
Krebs’ eine sehr bedeutende Glykolyse und nimmt in bezug auf Stoff- 
wechsel eine ganz andere Stellung ein als die iibrigen Organe. Ihr 
Katalasegehalt ist sehr klein. 


' Rosenbaum, Festschr. f. G. Salkowski. Berlin 1904. 

2 Juschtschenko, Arch. Sci. biol. Petersb. 16, 51, 1911. 

3 Battelli u. Stern, Erg. d. Phys. 10, 531, 1910. 

* Morgulis u. Levine, Journ. of biol. Chem. 41, 42, 1920. 
5 Fujita, diese Zeitschr. 197, 175, 1928. 

8 Iglauer, ebendaselbst 223, 470, 1930. 

7 Krebs, ebendaselbst 189, 57, 1927. 
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Tabelle VIII. sp 
di 
Gewebe Tier UKat. ha 
) 
Erythrocyten....... Mensch 12 090 : 
7 "ie SS le a Sag Ratte 6 800 
_ sac) pg ye ed Kaninchen 6 700 
Leucocyten . . eo rea ceed es . 3 700 me 
Erythrocyten....... Maus 3 000 
Leber... . 5 Filan 5 OF i 1 700 
Erythrocyten ....... Huhn 1 000 
Knochenmarkszellen . . . . Ratte 1090 
Schilddrise. ..... =. : 570 
Pa ee ps ee Kaninchen 550 Sts 
Nierenmark Syed Nie as Maus 520 i 
Niewwerimde. .. . .. " 500 Er 
RN a 5 cnc OS ag} ss ake Ratte 470 ZN 
Rae Maus 410 3 
Epithelkérperchen. . . . . Kaninchen 270 Die 
Hypophyse........ Ratte 250 
Speicheldriise . . .... . ‘ 200 
Nebenniere . . aerRe : - 200 
Sa ieee ane n 180 sti 
aa ee ae Maus 180 
Jensensarkom .. . Pe Ratte 140 
a * 130 Da 
Mersmuskel. .......: * 130 
. | aera 3 120 Sor 
Vormagenepithel .. .. . ° 110 ex: 
Roussarkom ...... Huhn 110 l 
Grobhirn (graue Substanz) . Kaninchen 75 = 
Blutplattchen. . . 2... Ratte 74 spa 
Bauchmuskel Siro wih Oe, OL is Maus 70 pat 
we fF ee SS Ratte 55 
‘ Kaninchen 50 une 
m ae se es Hubn 50 in| 
Grobhirn (weibe Substanz) . Kaninchen 50 
V. Katalasequotient der gereinigten Katalase. 

Bisher haben wir nur mit den Zellen selbst oder deren Emulsionen — "* 
gearbeitet. Wir haben weiter versucht, ob dieselbe Beziehung auch f '*- 
bei der gereinigten Katalase besteht. Die Katalase wurde nach — "** 
Hennichs! aus Pferdeleberextrakt (Stammlésung), mit Alkohol frak- vol 
tioniert gefallt (erste Reinigung), nach T'suchihashi? anCalciumphosphat — "®° 
adsorbiert und mit sekundérem Phosphat eluiert (zweite Reinigung). bes 
durch Elektrodialyse nach Ettisch und Ewig* dialysiert, wobei Per- 
gamentpapier als die kathodische Membran, gelatinierte Kolloidum- 
membran als die anodische benutzt wurde. Mit Anwendung von Hoch- ts 

ur 

' Hennichs, |. ¢. 

2 Tsuchihashi, diese Zeitschr. 140, 63, 1923. 

3 EKttisch u. Ewig, ebendaselbst 200. 250, 1928. 
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spannung bis 600 Volt wurde in kurzer Zeit eine Leitfahigkeit erreicht, 
die der von destilliertem Wasser entspricht. Von diesen Materialien 
haben wir sowohl Kat.f. von Hennichs als auch unseren Qx,, bestimmt. 
Die Resultate werden in Tabelle 1X angefiihrt. 


Tabelle 1X. 





oe Reaktions- 
Katalaselisung gewicht  poe* Kat.f. VKat Kat. 
log ‘ Kat.f. 

mg t a-z 
Stammlésung. ..... 0,1464 0,0241 165 32750 200 
Erste Reinigung .... 85 .10°5 0,0156 2440 319000 131 
Zweite " J Seo a 4,48. 10 0,0054 1022 175590 , 172 
Dieselbe elektrodialysiert. . 14 .10 0,007 5000 909000 | 180 


Als Reaktionskonstante wurden die Mittelwerte von drei Be- 
stimmungen angegeben, namlich die nach 10, 20 und 30 Minuten. 


Wie man sieht, sind die Verhaltnisse Q,,, : Kat.f. ungefihr 170. 
Da die Reaktionskonstante, wie gesagt, nicht immer konstant bleibt, 
sondern sich manchmal mit der Zeit andert, ist sie nicht immer sehr 
exakt zu bestimmen. Solange von dem Wasserstoffsuperoxyd weniger 
als 50°, gespalten werden, sind die Katalasequantitét und die ge- 
spaltene Wasserstoffsuperoxydmenge proportional. Das reinste Pra- 
parat, das man in der Literatur angegeben findet, war das von v. Euler 
und Josephson', dessen Kat.f. = 43000 ist. Wenn wir diesen Wert 
in unseren Quotienten umrechnen, so ist 


Qa. ~ 6500000. 


Von den tierischen Geweben haben den gréBten Katalasegehalt 
nach unserer Untersuchung Menschenerythrocyten, deren Qy,, = 12000 
ist. Folglich sind in den Menschenerythrocyten an Katalase von ge- 
nanntem Reinheitsgrad ungefihr 0,19°, vorhanden. Wenn wir ein 
vollkommen reines Katalasepraparat erhalten kénnten, so waren wir 
nach unserer Meinung imstande, den absoluten Katalasegehalt zu 
bestimmen. 


VI. Zusammenfassung. 
Wir beschreiben eine genaue manometrische Bestimmungsmethode 


fir Katalase. Als MaBstab der Katalasewirkung schlagen wir eine 


1», Euler u. Josephson, Ann. Chem. Pharm. 452, 158, 1927; 458, 
1, 1927. 
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GréBe vor, die angibt, welche Sauerstoffmenge in 30 Minuten bei 38° 
von 1 mg Substanz (Trockengewicht) aus Wasserstoffsuperoxyd bei 
Spaltung unterhalb 50°, in Kubikmillimeter (0° C, 760 mm Hg) frei 
wird. Wir nennen sie Katalasequotient und driicken sie mit Q,,, 
aus. Mit dieser GréBe ist der Katalasegehalt aller Bakterien, 
Gewebe und des gereinigten Fermentpraparats einheitlich ausge- 
driickt. Wir haben gezeigt, daB der absolute Katalasegehalt auch 
zu bestimmen ware, wenn uns ein wirklich reines Katalasepraparat 
zuganglich ware. 

Der Qx,; wird fiir verschiedene Bakterien und Gewebe an- 
gegeben. 
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Uber den Einflu8 koordinatiy gebundener Gruppen auf die 
Eigenschaften des zentralen Eisenatoms in Eisencyanver- 
bindungen. 


Von 


Oskar Baudisch. 


(Mitteihing aus dem Chemischen Institut der Yale Universitat, New Haven, 
Conn., U. 8. A.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1930.) 


Um den EinfluB koordinativ gebundener, stickstoffhaltiger Mole- 
kiile auf das zentrale Eisenatom in Komplexverbindungen kennen- 
zulernen, befassen wir uns schon seit Jahren mit dem Studium der 
Kisencyanverbindungen (1). 


Ahnlich wie das Eisenatom im Hamoglobin ganz besondere 
Wirkungen austiben kann, die dem Eisen in gewéhnlichen, ionisierten 
Salzen nicht zukommen, so erhalt auch das Zentralatom in den Eisen- 
eyanverbindungen charakteristische Eigenschaften, mit welchen wir 
uns in dieser Abhandlung befassen wollen. Man kénnte vielleicht 
von einer Entwicklung einiger spezifischer Eigenschaften des Eisen- 
atoms im Komplex, z. B. der katalytischen Eigenschaften sprechen, 
fortschreitend iiber die Pentacyan- zu den Pyrrolkomplexen und 
kulminierend im Hamoglobin. Diese Verinderungen werden auch in 
der Anderung der Elektronenkonfiguration zum Ausdruck kommen. 
Das Eisenatom besitzt bekanntlich einen auBerst komplizierten Elek- 
tronenaufbau: wir kénnen aber subtilste Veranderungen in demselben 
durch Anderung der magnetischen Eigenschaften erkennen. L. A. Welo 
und der Verfasser (2) haben daher in mehreren Arbeiten médglichst 
genaue Messungen der magnetischen Suszeptibilitat einer groBen 
Anzahl] von Komplexsalzen, speziell des Eisens ausgefiihrt, aus denen 
sich bereits heute ergibt, daB koordinativ gebundene Gruppen die 
Elektronenkonfiguration des Eisens beeinflussen. Auch scheint in 
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manchen Fallen die Kristallstruktur mit den magnetischen Eigen 
schaften genetisch verkniipft zu sein. 


Diese Verhaltnisse sollen an einem Beispiel kurz erlautert werden 


Lést man reinstes Eisen in kohlensaéurehaltigem Wasser und 
oxydiert diese Lésung mit Luft in Gegenwart von kaustischem Alkali, 
so fallt aus der Lésung das Eisen in Form von «-Kisen-ITI-oxyd- 
hydrat, welches beim Entwassern in das gewéhnliche «-Eisen-ITI- 
oxyd (Hamatit) iibergeht, aus. Gibt man jedoch zu der Ferrobicarbonat- 
lésung als Alkali das komplexbildende Natriumazid zu, so bildet sich 
nun unter gewissen Konzentrations- und Temperaturverhaltnissen 
nicht mehr das «-, sondern das y-Eisen-III-oxydhydrat (3), welches 
beim Entwissern in das ferromagnetische y-Oxyd tibergeht, eine von 
uns als ,,aktives‘* Eisenoxyd bezeichnete Verbindung. Die Bildung 
des y-Eisen-II]-oxydhydrats kann aber auch erfolgen, wenn wir 
als Ausgangsmaterial das zur Autokomplexbildung befahigte Ferro- 
chlorid wahlen: 

2FeCl, <> Fe” + FeCly. (4) 
In diesem Falle geniigt die Autokomplexbildung, um aus der Ferro- 
chloridlésung bei der Keimbildung durch hydrolytische Spaltung und 
Oxydation ein y-Eisen-[II-oxydhydrat zur Abscheidung zu_bringen. 
Das y-Hydrat kann durch Kochen unter Wasser in die «-Verbindung 
iiberfiihrt werden. Uber diese Versuche soll in Kiirze in Gemeinschaft 
mit W.H. Albrecht berichtet werden. 


Mit diesen Beispielen sollte nur einleitend bemerkt werden, wie 
wichtig eine primaire Komplexbildung fiir die physikalischen und chemi- 
schen Eigenschaften einer Eisenverbindung sein kann!, selbst wenn 
der Komplex spater wieder zersetzt wird, und welche Hilfsmitte] uns 
_magnetische Messungen fiir die Auffindung ,,aktiver“ und ,,inaktiver* 
Kisenverbindungen in die Hand geben. 


Der EinfluB koordinativ gebundener Stoffe auf das Eisenatom 
ist natiirlich weitgehend von ihrer physikalischen und chemischen 
Natur abhangig; daB auch hier wieder magnetische Eigenschaften 
wichtige Zusammenhange enthiillen kénnen, soll durch ein Beispie] 
erlautert werden: 

Hexa- oder Pentacyaneisen-III-salze sind, wie wir fanden, 


ausgesprochen paramagnetisch, waihrend alle entsprechenden Komplexe 
mit zweiwertigem Eisen diamagnetisch sind. Eine Ausnahme bildet 


1 Fiir diese Zwecke eignet sich auch Pyridin oder Anilin ausgezeichnet 
und es gelingt mit diesen Basen, aus Ferrochloridlésungen reines y-Eisen 
Ill-oxydhydrat herzustellen. 
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Eigenschaften des zentralen Eisenatoms in Eisencyanver>indungen. 


Natriumpentacyannitrosoferriat (Nitroprussidnatrium), es ist dia- 
magnetisch, obwohl es dreiwertiges Eisen enthalt. Da Stickoxyd, 
ebenso wie Sauerstoff, paramagnetisch ist, so zeigt dieses Beispiel, 
daB selbst der Ersatz von nur einer einzigen Stelle im Koordinations- 
komplex des Eisens bereits grundlegenden EinfluB auf dessen Eigen- 
schaften haben kann. 


Man darf annehmen, daB in den Eisencyanverbindungen und auch 
in den Eisenrhodaniden der Stickstoff und nicht der Kohlenstoff oder 
der Schwefel die Partialvalenzen des Eisens bindet. Es konnte z. B. 
gezeigt werden, daB Eisenazid und Eisenrhodanid spektroskopisch 
keine Unterschiede zeigen (5). Auch im Hamoglobin sind es die Stick- 
stoffatome, die das Eisen in Haupt- und Partialvalenzen binden, und 
so erschien es uns schon aus entwicklungschemischen Griinden inter- 
essant genug, die Eisenazide und Eisencyanverbindungen zu studieren. 
Die groBe Affinitat des Stickstoffs macht sich in der leichten 
Bildung von Eisennitriden, Eisenaziden und Eisennitrosylverbindungen 
bemerkbar. Die entstehenden Komplexe zeichnen sich meist durch 
intensive Fairbungen aus. 

In friheren Arbeiten (6) haben wir gezeigt, dab eine Cyangruppe 
im Eisenhexacyankomplex auBerordentlich leicht durch ein Wasser- 
molekiil ersetzt werden kann, wenn man eine Ferrocyankalilésung 
bestrahlt. Es entsteht Kaliumpentacyanaquoferroat (Ferroaquosalz), 
eine Verbindung, welche uns vielfach beschaftigt hat und die auch im 
Mittelpunkt dieser Abhandlung steht. Das allgemeine Interesse an 
den Pentacyaneisen-I]-verbindungen wurde sehr erhéht, als Webster 
und der Verfasser (7) fanden, daB Ferroaquosalz als wachstums- 
férdernder Faktor (x-Faktor) bei himophilen Bakterien dienen kann. 
Man wuBte zwar, daB das Hisen ein wesentlicher Bestandteil des 
x-Faktors ist, tiber den Mechanismus der Wirkung war aber so gut wie 
nichts bekannt. Wenn eine so verhaltnismaBig einfach gebaute Ver- 
bindung wie das Ferroaquosalz das Haimoglobin ersetzen konnte, so 
konnte man vielleicht dem Wesen des x-Faktors niher kommen. Es 
konnte auch gezeigt werden, daB Ferrocyankalium gar keinen Einflub 
austibt, daB es aber durch Bestrahlung zu einem wachstumsférdernden 
Faktor wird. Da die Versuche von anderer Seite (8) und auch von 
uns selbst nicht immer reproduziert werden konnten, wurden die Penta- 
cyaneisenverbindungen aufs neue eingehend studiert, um den Grund 
der negativen Ergebnisse kennenzulernen. 


Pentacyaneisen-II-salze sind imstande, Sauerstoff der Luft 
sowohl in saurer als auch in alkalischer Lésung aufzunehmen (Autoxy- 
dation), sie besitzen auBerdem katalatische und peroxydatische Eigen- 
schaften. Ihre Lésungen verandern sich beim Stehen an der Luft sehr 
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rasch unter VergréBerung der Molekiile (Tyndaleffekt), die schlieBlich 
durch oxydative Bildung von Eisen-I]-oxydhydraten ausflocken. 
Sie verlieren beim Stehen allmahlich ihre charakteristischen Eigen- 
schaften, Einlagerungsverbindungen zu bilden. Es tritt Autokomplex- 
bildung zwischen zwei- und dreiwertigen Eisenkomplexen ein, welche 
je nach dem px der Lésung mehr oder weniger schnell erfolgt, was 
aus dem Wechsel der Farbe und der Bildung von komplexen Ferri- 
ionen geschlossen werden kann. Diese Versuche beziehen sich alle auf 
rein wasserige Lésungen und komplizieren sich auBerordentlich, wenn 
man das Ferroaquosalz in eiweibhaltige Lésungen eintragt, worauf 
spater noch zuriickgekommen werden soll. 


Die folgenden Versuche schlieBen sich eng an die mit Davidson (9) 
ausgefiihrten tiber die Verwendung von Pentacyaneisen-I]-salzen als 
Oxydationskatalysatoren an. Wir miissen bei diesen Vorgangen mit 
der Bildung kurzlebiger, labiler Zwischenkomplexe rechnen, die einen 
maBgebenden EinfluB auf den Verlauf der Oxydation ausiiben werden. 
Die Isolierung solcher Zwischenverbindungen diirfte nur in seltenen 
Fallen gelingen, und wir miissen uns damit begniigen, ihre Existenz 
durch Farbreaktionen sichtbar zu machen. Bisher ist uns nur bei 
der Oxydation des p-Toluolsulfonsiure-(m-aminophenyl-)esters die 
Isolierung des Zwischenprodukts 


, + HOHN .CgHy.0.50,.CgHy.CHg |] 
[Fe (CN), 614 2- “ett, 3] Nas 


gegliickt. Die im Komplex eingeschlossene Hydroxylaminverbindung 
zeichnet sich durch auBerordentliche Bestandigkeit aus. 


In einer friiheren Arbeit (10) wurde besonders die Frage erértert. 
wodurch in den vorliegenden Fallen die Oxydation zustande kommt. 
ob in erster Linie der koordinativ gebundene, molekulare Sauerstoff 
durch Zerfall der primar gebundenen Eisenperoxoverbindung in ato- 
maren Sauerstoff selektiv oxydierend wirkt oder ob das im Komplex 
oxydierte dreiwertige Eisen die Oxydation vermittelt. Wir konnten 
zeigen, daB gewisse Verbindungen, wie z. B. Benzidin oder Guajak, 
sowohl von autoxydierter Ferroaquolésung als auch von Ferriaquo- 
lésung gleich schnell zu dem bekannten Farbstoff oxydiert werden. 
Eine wiasserige 5-Aminouracillésung wird dagegen nur von _ einer 
autoxydierten Ferroaquolésung blutrot gefairbt und bleibt mit einer 
frischen, also nicht autoxydierten Ferroaquolésung oder mit Ferri- 
aquolésung unverindert. Die blutrote Farbung tritt in gepufferte: 
Lésung in den Grenzen von px 3,8 bis 8,0 mit der gleichen Intensitat 
auf, die Farbungen unterscheiden sich nur etwas in der Nuance des 
Rots. Beim py 2,2 unterbleibt die Farbung vollkommen. Uber die 
Zusammensetzung der roten Koordinationsverbindung wissen wir 





Die 

in ui 
Dies 
Ami 
ents 
Ben: 


proc 


verb 
Vert 
fast 

diert 
Reih 
nam 
Verb 
auto 
aquo 
gescl 
Verb 
Saue 
Argi 


verb] 





lich 
ken. 
gen- 
lex - 
Iche 
was 
PITI- 

aut 
enn 
rauf 


v (9) 
als 
mit 
inen 
den. 
nen 
tenz 
bei 
die 


lung 


tert. 
mt. 
stoff 
ato- 
plex 
aten 
jak, 
juo- 
den. 
iner 
iner 
erTi- 
rter 
sitat 


des 


wir 


Eigenschaften des zentralen Eisenatoms in Eisencyanverbindungen. 39 


nichts Bestimmtes. Auf Grund von Analogieschliissen nahmen wir 
an, daB es sich um intermediire, leicht verinderliche Hydroxylamin- 
verbindung handeln kénnte. Aus unseren Versuchen tiber die Oxydation 
des 5-Aminouracils mit Ferricyankalium (11) in alkalischer Lésung 
hatte sich ergeben, daB die Oxydation sowohl am Stickstoff als auch 
am vierten Kohlenstoffatom einsetzt und sich ein Diuracilpyridazin 
(Urindiazin) von folgender Zusammensetzung bildet : 


NH—CO CO—NH NH—CO OC—CH * 
| | | | | | 
CO C—N=N—C CO- bew. CO C=—N—N=C CO 

| | | | ere 
NH—C C NH NH—C C—CN 


Die Verbindung kristallisiert in orangegelben Plattchen und lést sich 
in iiberschiissigem Alkali mit prachtvoller orangefarbener Fluoreszenz. 
Dieser Befund spricht sehr fiir unsere friihere Annahme, daB sich die 
Aminogruppe tiber das Hydroxylamin oxydiert, da bekanntlich die 
entsprechende Azogruppe bei ahnlichem Oxydationsschema in der 
Benzolreihe gewéhnlich als Endprodukt und fast immer als Neben- 
produkt erscheint. 


Unser Befund, daB 5-Aminouracil so leicht eine rote Koordinations- 
verbindung bildet, fiihrte zur Priifung anderer ahnlich konstituierter 
Verbindungen. Es ergab sich, daB Cystosin und 5-Methylceystosin 
fast ebenso leicht scharlach- bis tief violettrote Farbungen mit autoxy- 
diertem Ferroaquosalz geben. Besonders interessant ist aber jene 
Reihe, welche den Hydantoin- bzw. den Imidazolring enthalten, 
nimlich: Hydantoin, Histidin, Histamin und Pilocarpin. Alle diese 
Verbindungen bilden brillantrote Einlagerungsverbindungen mit der 
autoxydierten und nicht die geringste Farbung mit der frischen Ferro- 
aquosalzlésung. Sauerstoff ist unbedingt nétig, und es ist nicht aus- 
geschlossen, daB jene Farbungen durch Addition der organischen 
Verbindung an das Peroxosauerstoffmolekiil und nicht an das Atom 
Sauerstoff erfolgt, da die Verbindungen sehr labilen Charakter zeigen. 
Arginin gibt ebenfalls eine tiefrote Farbung, die aber bald zu Goldgelb 
verblaBt, héchstwahrscheinlich, weil die Oxydation weiter geht. Dagegen 


* W. Madelung u. O. Withelmi synthetisierten ein Azin des Indigo 
(Indigazin) von folgender Zusammensetzung: 


,N—N 


Ber. 57, 236, 1924. 
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geben Kreatin und Kreatinin, welche ahnlich gebaut erscheinen, keine 
Farbung. 


Die autoxydierte Ferroaquolésung stellt ein neues, sehr empfind- 
liches Reagens auf die genannten Stoffe dar und diirfte sich besonders 
fiir den Nachweis kleiner Mengen Pilocarpin eignen. 


Die frische Ferroaquolésung, welche noch keinen oxydablen Sauer- 
stoff enthilt, gibt auch gefirbte, stickstoffhaltige Einlagerungs. 
verbindungen und zwar mit jenen Stoffen, welche, wie das friihe: 
erwahnte paramagnetische Stickoxyd, Stickstoff mit Sauerstoff ge- 
bunden enthalten. So z. B. mit Nitrosoverbindungen, mit Oximen 
und Hydroxylaminen. Alle diese Verbindungen besitzen auf Grund 
ihres ungesattigten Stickstoffatoms groBbe Affinitat zum zweiwertigen 
Eisen und binden sich an dieses ohne Vermittlung von Sauerstoff. 
Enthalt aber das Eisen bereits Sauerstoff koordinativ gebunden, so 
wird er durch die erwahnten Verbindungen verdrangt, und es erfolgt 
Verfarbung nach einiger Zeit. Wir haben nun eine neue Reaktion auf 
frische Ferroaquosalzlésung gefunden, welche das autoxydierte Salz 
in der Kalte nicht gibt und womit wir die Besetzung der zuvor freien 
Stelle im Ferroaquosalzkomplex durch Sauerstoff demonstrieren 
k6énnen. 


Gelegentlich lichtchemischer Versuche mit den verschiedenen 
isomeren Butylalkoholen ergab sich, daB der Kahlbaumsche kaufliche 
Isobutylalkohol eine auffallende Lichtabsorption im langwelligen 
ultravioletten Licht zeigte und sich durch laingere Bestrahlung gelb 
firbte. Da diese Erscheinungen mit synthetischem Isobutylalkohol 
ausblieben, konnte man annehmen, daB der Kahlbaumsche Garungs- 
isobutylalkohol eine Verbindung enthalt, die bisher der Beobachtung 
entgangen war. Bei der Destillation des belichteten Alkohols blieb 
. ein gelber, stickstoffhaltiger Riickstand von eigentiimlichem Geruch 
zuriick, der eine schwache Diazoreaktion gab. Zum Zwecke der Isolierung 
der Substanz wurde der kaufliche unbelichtete Isobutylalkohol mit 
Ferroaquolésung geschiittelt. Dabei trat eine scharlachrote Farbung 
auf, die sich als von einer Einlagerungsverbindung herriihrend heraus- 
stellte. Durch Zerstérung des Komplexes oder durch Verdraingung 
der koordinativ gebundenen Base mit KCN lieB sie sich leicht in an- 
deren Lésungsmitteln, z. B. in Ather, Chloroform oder synthetischen 
Isobutylalkohol aufnehmen. Die erwahnten Lésungsmittel gaben nun 
die charakteristische scharlachrote Farbung mit Ferroaquosalzlésung 
oder mit Ferrosulfitosalzlésung, (Fe(NC);.S0O,).Na;, genau so wie 
der urspriingliche Géarungsisobutylalkohol. Durch Ansauren de 
chloroformischen Lésung mit Salzséure und Verdunsten des Lésungs- 
mittels konnte das Chlorhydrat der neuen Base isoliert werden. Ube 
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die weiteren Untersuchungen dieser Verbindung soll an anderer Stelle 
berichtet werden. 


In dieser neuen, bisher unbekannten Base besitzen wir also ein 
Reagens, welches eine tiefrote Einlagerungsverbindung mit dem 
jrischen Ferroaquosalz gibt. Das autoxydierte Salz gibt in der 
Kalte keine Rotfairbung, was uns zu der Annahme fiihrt, daB im 
autoxydierten Ferroaquosalz die freie Koordinationsstelle durch ein 
Sauerstoffmolekiil besetzt ist. Es geniigt schwaches Erwirmen, um 
die tiefrote Firbung auszulésen, weil dann der Peroxosauerstoff 
verdringt wird. 

Die Reagenzien, welche wir bisher gekannt haben, um Ferroaquo- 
ionen nachzuweisen (z. B. Nitrosobenzol), geben diese Reaktion auch 
mit der autoxydierten Lésung. Nitrosobenzol gibt mit frischer oder 
autoxydierter Ferroaquosalzlésung eine tiefviolett gefarbte Ein- 
lagerungsverbindung : 

[reQNCoHs) wa, 
wahrend mit Ferriaquosalzlésung keine charakteristische Farbung 
eintritt. Wie wir im oben erwahnten Falle des Garungsisobutylalkohols 
sehen, ]4Bt sich Ferroaquosalz dazu verwenden, Verbindungen aus 
Gemischen abzufangen und wieder frei zu machen, d.h. zu isolieren. 
Die eintretende intensive Firbung des Komplexes bildet dabei gleich- 
zeitig einen Indikator fiir den quantitativen Verlauf der Reaktion. 

Wir wollen nun kurz jene Reagenzien besprechen, welche wir fiir 
die weitere Aufklirung der besonderen Eigenschaften der Eisencyan- 
verbindungen verwendet haben. Friihere Versuche hatten bereits 
ergeben, daB wir im reduzierten Phenolphthalein (Phthalinreagens) 
ein empfindliches Reagens besitzen, mit welchem wir Ferriaquoionen 
oder tiberhaupt Hexa- oder Pentacyaneisen-I]]-ionen neben kom- 
plexen Eisen-Il-ionen nachweisen kénnen. Gewoéhnliche Ferriionen 
lassen sich neben Ferrikomplexionen mit Thioglykolsaure in alkalischer 
Lésung auffinden. Eine mehrere Tage bei Zimmertemperatur auf- 
bewahrte Ferroaquolésung enthalt immer Ferrikomplex- neben ge- 
wohnlichen Ferriionen. 

Das Ferroaquoion wurde mit Nitrosobenzol durch die tiefviolett 
gefarbte Einlagerungsverbindung nachgewiesen. Fiir die Auffindung 
gewohnlicher Ferroionen erweist sich o-Nitrosophenol als brauchbar. 
Wir wollen hier fiir den Nachweis von Ferroaquoionen ein neues 
Reagens einfiihren, welches gegeniiber dem Nitrosobenzol gewisse 
Vorteile besitzt. Wir fanden, daB Dithiooxalsiurediamid, 
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die sogenannte Rubeanwasserstoffsiure, in verdiinntem Alkohol gelést, 
mit Ferroaquosalz tiefblaue Einlagerungsverbindungen von _ relativ 
groBer Bestandigkeit bildet. Die alkoholischen Lésungen der Rubean- 
wasserstoffsiure sind unbeschrinkt haltbar und bilden ein neues, 
bequemes Reagens fiir das Studium der Kisencyanverbindungen. 
Die Reaktion ist vom px der Lésung, wie wir fanden, weitgehend un- 
abhingig (Wirkungsbereich von py 2,2 bis 9,6), und eignet sich be- 
sonders fiir die spater zu beschreibenden Hemmungsreaktionen. 


Zu einem weiteren Schritt in der Erkenntnis der zu studierenden 
Komplexreaktionen fiihrte uns das Studium der Einwirkung von sehr 
verdiinnten Wasserstoffsuperoxydlésungen auf frische und autoxydierte 
Pentacyaneisenverbindungen. 

Fiir die Versuche wurde reinstes, analysiertes Ferroaquosalz in 
Mengen von 0,1 g in 100ccm zweimal destillierten Wassers bei 0° 
gelést. Die Halfte dieser Lésung wurde mit geringen Mengen Kohlen- 
dioxydgas auf das px 6,8 gebracht und die frische Lésung sofort unter- 
sucht. Es war von Interesse, die Eigenschaften der frischen Lésung 
sowohl im sauren als auch im alkalischen Medium kennenzulernen, 
da, wie wir friiher gefunden haben, das px bei der katalytischen Oxy- 
dationsreaktion eine Rolle spielt. Beide Lésungen sind schwach eigelb 
gefarbt und vollkommen klar. Fir die Versuche wurden je 0,5 ccm 
Lésung in Reagenzglaser verteilt und von den Reagenzien je ein Tropfen 
hinzugefiigt, umgeschiittelt und die Farbe beobachtet, die sofort oder 
im Verlauf von einigen Minuten entstand. 


Tabelle I. 





L Lisung L Liésung L’ 
Reagenzien Pu 7,2 pu 6,8 


Rubeanwasserstoffsaure (alkoholische Losung) tiefblau tiefblau 
5-Aminouracil (wasserige Lésung). ... . farblos farblos 
Phthalinreagens 

n/100 HyQ,.. . 


Se ht Bo RSA Hag Teri pcs eS eT ‘ schwach violett 
Girungsisobutylalkohol . . ........ tiefrot tiefrot 


Die Lésungen L und L’ werden nach Entnahme der obigen Proben 
in nur lose verschlossenen Flaschen fiir 12 Stunden in den Eisschrank 
gestellt und nach dieser Zeit in der gleichen Weise mit den gleichen 
Reagenzien gepriift. Die Resultate sind in Tabelle II zusammengestellt. 
Lésung L ist nach der Autoxydation braunlichgelb, Lésung L’ bréunlich- 
gelb mit deutlichem olivgriinen Stich gefarbt. 


Aus den Tabellen ersieht man die auffallenden Unterschiede in 
den beschriebenen Reaktionen sowohl bei den Lésungen mit ver- 
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Tabelle II. 





Reagenzien Pree FF prrcsarnn a 
Rubeanwasserstoffsaure . . ......2.~2. tiefblau tiefblau 
J Sey ee ee ay tiefrot tiefrot 
Pee CE eh farblos * 
un/100 HyO,. . Side La eee lah ‘ violett 
Gieunguiscbutyiaibschel Sy Oe ere arn ree braunlichgelb —braunlichgelb 


schiedenem px untereinander, als auch besonders zwischen den frischen 
und autoxydierten Lésungen. Wenn wir zuerst die frischen Lésungen 
betrachten, so finden wir einen gewissen Unterschied bei der H,O,- 
Reaktion. In schwach saurer Lésung fallt die Reaktion deshalb anders 
aus, weil bereits ein kleiner Teil des Ferroaquosalzes im Komplex durch 
H,O, oxydiert und violettes Ferriaquosalz gebildet wurde. Wir werden 
auf diese Oxydation spater noch zuriickkommen. Ein gréBerer Unter- 
schied in den Farbreaktionen der Lésungen von verschiedenem px 
macht sich erst nach ihrer Autoxydation bemerkbar. Jetzt fallt auch 
die Phthalinreaktion bereits verschieden aus. Die saure, oxydierte 
Lésung enthalt geringe Mengen Ferrikomplexionen, welcher Befund 
mit der H,O,-Reaktion vollkommen harmoniert, wo auch Ferrikomplex- 
ionen durch die violette Farbe angezeigt werden. Es ist aber wichtig 
zu bemerken, daB sich ihre violette Farbe nur in der schwach sauren 
Lésung zeigt, und da’ in neutraler bzw. alkalischer Lésung nach den 
Untersuchungen von Davidson (12) ein neuer Komplex von der ver- 
mutlichen Zusammensetzung : 
2 Nas[ Fe NC ‘i | 3 Naa [ Be Ae, | 

entsteht, der nun gelb gefarbt ist. Mit dem Phthalinreagens kann man 
aber in dem neuen Komplex Ferriionen auch auf der alkalischen Seite 
mit Sicherheit nachweisen; damit hat man ein groBes Hilfsmittel fiir 
die weitere Aufklirung des Oxydationsmechanismus. Alle anderen 
Reaktionen fiir Lésungen mit verschiedenem px sind einander identisch. 


Interessant ist nun der Unterschied zwischen der Rubeanwasser- 
stoffsiurereaktion (Rubeanreaktion) und der Garungsisobutylalkohol- 
reaktion. Beide dienen als Reagens auf Ferroaquoionen. Die Rubean- 
reaktion ist bei allen vier Lésungen gleich (L und L’, frisch und aut- 
oxydiert), wahrend bei der Garungsisobutylalkoholreaktion deutlich 
eine Hemmung der Reaktion bei den autoxydierten Lésungen eintritt. 


Die 5-Aminouracilreaktion wurde schon in friiheren Arbeiten 
erwahnt, sie bildet ein ausgezeichnetes Mittel, um durch Autoxydation 
aufgenommenen Sauerstoff nachzuweisen. 
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LaBt man eine Ferroaquosalzlésung bei Zimmertemperatur an de: 
Luft und im Licht stehen, so verliert sie gewéhnlich schon im Laufe 
von | bis 2 Tagen ihre Oxydationskraft gegeniiber 5-Aminouracil 
Pilocarpin, Histidin, Histamin usf. Dafiir hat sie nun das Vermégen 
gewonnen, Phthalinreagens kraftig zu oxydieren. 


In 1 bis 2 Tage alten Ferroaquosalzlésungen lassen sich neben- 
einander gewéhnliche Ferro- und Ferriionen und komplexe Ferro 
und Ferriionen nachweisen. 


Wenn wir wieder auf die H,O,-Reaktion zuriickkommen, so wollen 
wir die Beobachtung betonen, daB, ehe die Zersetzung des H, O, beginnt 
eine Einlagerungsverbindung mit H,O, gebildet wird. Die im folgenden 
beschriebenen Hemmungsversuche (s. Tabelle I11) weisen deutlich 
darauf hin, daB Wasserstoffsuperoxyd primar im Komplex gebunden 
wird und erst sekundar katalatisch und peroxydatisch zerfallt. Die 
frisch hergestellte Lésung enthielt 0,1 ccm Perhydrol in 1000 ccm 
zweimal destillierten Wassers, die KC N-Lésung 0,1 g KCN in 100 cen 
Wasser. 

Tabelle III. 





’ Lisung L’ sung L’ 
Reagenzien “ pen iO + ~~ et 0,06 eem 
’ 3 H, 0» KCN 
Rubeanreagens ohne Puffer. tiefrot farblos farblos 
Mit Puffer pq 2.2... .. . . hell rétlich-blau of = 
s MS Ss ac ss tiefblau 3 ‘ 
S-Ammournscil 2... ...4. tiefblutrot 7 2 


Die stark verdiinnte Wasserstoffsuperoxydlésung hemmt somit 
alle obigen Einlagerungsreaktionen sowohl im sauren als auch im 
alkalischen Medium. Diese Hemmung erfolgt auch bei 0°, und Sauer 
stoffentwicklung ist nicht zu bemerken. Es erscheint daher die Annahm« 
berechtigt, da Wasserstoffsuperoxyd in den Komplex eingelagert 
wird und dadurch die Bildung der Einlagerungsverbindung mit Rubean- 
reagens und 5-Aminouracil verhindert. Diese Beobachtung ist wichtig 
fiir das Wesen der Katalasewirkung, und wir begannen neue Versuche, 
die Zersetzung von H,O, durch Ferroaquosalz quantitativ zu unter- 
suchen. 


Wahrend bei friiheren Versuchen der gebildete Sauerstoff gemessen 
wurde, verfolgten wir diesmal die Zersetzung des H,O, durch Titratior 
mit KMnO,. Der Eigenverbrauch des Katalysators wurde unter den 
gleichen Bedingungen, wie sie bei der endgiltigen Titration vorlagen, 
bestimmt. 5ccm der frisch hergestellten Ferroaquosalzlésung (0,01 g 
in 100 cem Wasser) verbrauchten 0,35 com Permanganat. Die Resultate 
dieser Versuche sind aus der Tabelle IV ersichtlich: 
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Tabelle IVa. 
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Tabelle IVb. 


Ferrosulfat. 
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Seem Hy O02 ohne Ferrosulfat verbrauchen 9,5 cem K MnQg. 


Tabelle IV ec. 


Ferrisulfat. 





Zeit 
Min. 
0 

5 
20 
60 





Permanganat * 
eem 


9.6 
9,6 
9,6 
9,6 


5eem H2O, ohne Ferrisulfat verbrauchten 9,6ccem K MnQ,. 


Das Wasserstoffsuperoxyd wurde jedesmal kurz vor dem Gebrauch 


titriert. 


Fur die Titration des katalatischen Systems wurden aus der 


in schmelzenden Schnee getauchten Mischung jedesmal 4 ccm ent- 


nommen und sofort titriert. 


Die Wasserstoffsuperoxydlésung war 


n/100. Die Versuche wurden 6fters wiederholt und verliefen stets in 
der gleichen Art, auch wenn die Konzentration der Eisensalz-Wasser- 
stoffsuperoxydlésung etwas veraindert wurde. 

Aus den Zahlen sieht man deutlich die Uberlegenheit der katalati- 


schen Wirkung von 
ionen. 





‘erroaquosalz gegeniiber gewohnlichen Ferro- 
Die peroxydatische Wirkung von Ferroaquosalzen wurde von 
H. Petow und H. Kosterlitz quantitativ untersucht und mit der Wirkung 


- RMP per ec oe 
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gewohnlicher ionisierter Ferrosalze verglichen (13). Die Autoren 
schreiben: ,,Es ergibt sich also, daB die Komplexsalze (Ferroaquosalz) 
in ihrem Reaktionstyp im Gegensatz zu den ionisierten Ferrosalzen 
sich dem komplexen Hamoglobin ahnlich verhalten, quantitativ aber 
hinter dessen Wirksamkeit weit zuriickbleiben, also eine Mittelstelluny 
einnehmen.“* 

Wenn wir nun nach Besprechung der autoxydativen, der katalati- 
schen und der peroxydatischen Eigenschaften der Pentacyaneisen- 
verbindungen wieder auf ihre Eigenschaften, mit gewissen Verbindungen 
leicht Einlagerungsverbindungen zu bilden, zuriickkommen, so geschieht 
es, um jene Hemmungsreaktionen kennenzulernen, welche die ,,aktiven‘ 
Pentacyaneisenverbindungen im Kulturmedium (Nahrlésung) unter 
Umstanden in ,,inaktive‘’ verwandeln. Wir zweifeln nicht daran, 
daB die Blockierung der freien Valenz durch Stoffe in der Nahrlésung 
wenigstens zum Teil daran schuld ist, daB die peroxydatischen Eigen- 
schaften vernichtet und das Salz als z-Faktor unwirksam wird. Die 
Bildung von Einlagerungsverbindungen ist natiirlich nur in Ausnahme- 
fallen durch einen charakteristischen Farbenumschlag gekennzeichnet, 
und wir miissen uns anderer Methoden bedienen, die Affinitat einer 
Verbindung zum Eisen im Komplex nachzuweisen. 

Fir das Wesen der erwaihnten wachstumsférdernden Reaktion 
der Eisenkomplexverbindungen ist es ferner von Interesse, zu unter- 
suchen, ob die in einer Nahrlésung in Betracht kommenden Ver- 
bindungen imstande sind, das durch Oxydation der Ferroaquosalz- 
Jésung im Komplex entstandene dreiwertige Eisen wieder zu reduzieren. 
Die Eisenperoxoverbindung wird natiirlich zerstért, wenn durch An- 
wesenheit einer oxydablen Verbindung Gelegenheit zur Oxydation 
gegeben ist, und es wird Ferriaquosalz gebildet. Wenn nun die zur 
Einlagerungsverbindung befahigte Verbindung auBerdem die Eigen- 
s¢haft besitzt, Ferrikomplexe zu Ferrokomplexen zu reduzieren, so 
wird das Ferroaquosalz als Oxydationskatalysator wirken, wie wir 
das friiher durch viele Beispiele demonstriert haben. Im Falle de: 
Hydantoinoxydation haben wir gezeigt (14), daB der intakte Hydantoin- 
ring mit seiner Fahigkeit, sich an das Eisenatom anzulagern, unbedingt 
nétig ist, wenn wir eine durch Eisen katalysierte Oxydation erwarten 
wollen. Weder die entsprechende sechsgliedrige Ringverbindung 
Glyeylglycinanhydrid: NH .CH,.CO.NH.CH,.CO noch Glycyl- 

| | 
glycin: NH,.CH,.CO.NH.CH,.COOH oder Hydantoinsaure: 
NH,.CO.NH.CH,.COOH werden unter den gleichen Bedingungen 
angegriffen. Fehlt der stickstoffhaltigen Verbindung die Kigenschaft, 
mit dem Ferroaquosalz eine relativ bestandige Einlagerungsverbindung 
zu bilden, so unterbleibt auch die Oxydation. Es ist von Interesse. 
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daB alle jene Verbindungen, bei welchen wir eine besondere Affinitat 
zum Eisen fanden, dem Pyrrol sehr verwandt sind, was aus den ent- 
sprechenden Formelbildern zu ersehen ist. Es ist jene Stickstoff- 
Kohlenstoffkombination, die wir in der Natur sehr oft vorfinden und 
die in den indigoiden Farbstoffen enthalten ist: 


NH—CO NH—C.OH 
C—CH | | 
P'S CO 
C CH } } 


| 
NH—CH 


*\ ’ 
NH NH 
Pyrrol Indol Hydantoin 


NH—CH 

CH 

N CH 

Imidazol Pyrazin 


Die Affinitat der Ringstickstoffatome zum Eisen ist ausgesprochen 
groB, da sowohl Haupt- als auch Nebenvalenzen des Stickstoffs in Aktion 
treten kénnen. In einer eiweibhaltigen Nahrlésung miissen wir aber 
auBer mit stickstoffhaltigen Gruppen vom Charakter des Hydantoins 
bzw. des Imidazolringes auch mit schwefelhaltigen Resten rechnen, 
welche ebenfalls die freien Stellen im Ferroaquosalz besetzen und seine 
peroxydatische bzw. seine katalatische Wirkung hemmen oder auf- 
heben kénnen. In Tabelle V haben wir nun eine Reihe von Ver- 
bindungen zusammengestellt, welche auf ihre hemmende Wirkung 
gegeniiber Ferroaquosalzlésung und auf ihre Reduktionswirkung 
gegeniiber Ferriaquosalzlésung untersucht wurden. Die Reduktions- 
reaktion wurde in der Weise ausgefiihrt, daB 0,1°,ige Lésungen (je 
0,5 cem) der zu untersuchenden Verbindungen mit eben noch schwach 
violett gefarbten Ferriaquosalzlésungen vermischt wurden (wieder je 
0,5cem). Die unvermischte Ferriaquosalzlésung gab mit 1 Tropfen 
alkalischer Phthalinlésung eine tiefrote Firbung. Reduzierte die Sub- 
stanz, so blieb die Farbung aus. Die Hemmungsreaktionen wurden 
folgendermaBen geprift: Eine 0,1°,ige, frische Ferroaquosalzlésung 
wurde mit je 0,5ccm der gleichen Lésungen wie oben vermischt und 
hierauf mit 0,5 cem einer alkoholischen Lésung von Rubeanwasserstoff- 
séure versetzt. Wenn die zu priifende Substanz nicht hemmte, d. h. 
keine ausgesprochene Affinitat zum Eisen besaB, dann erschien momentan 
die blaue Farbe der friiher erwihnten Einlagerungsverbindung. Trat 
eine Hemmung auf, so entwickelte sich die blaue Farbe nur allmahlich 
oder sie unterblieb fiir wenigstens eine Stunde vollkommen. 
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Tabelle V. 





Reduktion Hemmung 
Verbindung von Ferri- zu Ferro- der 
aquosalz Rubeanreaktion 

Cystein HCl... . . Fae oe Greek ++4 s+ 
MMe yo ans cio ek) eo 0 0 
Ce itr ahs 4 ys lm ess G5 0 0 
I DN oa 0 0 
NN NT eee +++ +++ 
Phenylthiohydantoinsaure . . . . ct pies ++ 0 
IS LB Egg a Bh a kee «oe 0 +++ 
Thiobarbitursiure .......2.... 0 +44 
Barbitursaure . . Nee Me eed ae er 0 0) 
Athyl-xanthogensaures Kalium 80<3)° H; +--+ 4 i 
Dia ne ae s_—N (CoH5)o ; 

iathyldithiocarbamat S( “$Na "ies +++ 0 
Glutathion ... ; it Rao te bee eras +++ +++ 
Ergothionin . ++- +++ 
Arginin . siieiing a Oe ee mee + rer 
Histidin . Tet een eee, ee SEE 0 +44 
Tyrosin . BO Oh ae Rela Deen ae 0 0 
Alanin Pe Ne eee ee em 0 0 
Grier eR Le ee 0 0 
ERC SG Say Wr eres ae neany oe Dyna ae 0 0 
ARE eS re Se Bes te 0 0 


Aus der Tabelle ist zu ersehen, dal Mercaptoverbindungen mit 


einer Ausnahme sowohl hemmend wirken als auch groBe Reduktions- 


kraft besitzen. Von besonderem Interesse sind Glutathion und Ergo- 
thionin, welche starkes Hemmungsvermégen besitzen und Ferri- 


komplexionen reduzieren. Phenylthiohydantoinsaure reduziert stark, 


besitzt aber keine Affinitat zum Eisen. 


Es darf nicht unerwahnt bleiben, dab mit dieser Hemmungs- 
reaktion nur solche Verbindungen herausgegriffen werden kénnen, 
welche auffallend groBe Affinitat zum zweiwertigen Eisen besitzen. 


Zusammenfassung. 
Folgende Reagenzien wurden beschrieben, die zum Nachweis 
von sowohl] Ferro- wie Ferri- als auch komplexen Ferro- und Ferriionen 
nebeneinander dienen. 


1. Phthalinreagens dient zum Nachweis von Ferrikomplexionen. 


2. Benzidin- und Guajaklésungen werden sowohl von Ferri- als 
auch von autoxydierter Ferroaquosa]zlésung oxydiert. 


3. 5-Aminouracil reagiert nur mit autoxydierter Ferroaquosalz- 
lésung, und zwar bei Wasserstoffionenkonzentrationen von pg 3,5 
bis 8,0. 
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Es werden eine Reihe anderer Verbindungen vom Typus_ des 
5-Aminouracils angegeben, die dieselbe Reaktion geben, so daB Ferro- 
aquosalz ein neues empfindliches Reagens zum Nachweis dieser Ver- 
bindungen ist. 

4. Aus Géarungsisobutylalkohol lieB sich eine stickstoffhaltige 
Substanz gewinnen, die mit frischer Ferroaquosalzlésung reagiert. 

5. Mit Thioglykolséure lassen sich Ferri- neben Ferrikomplex- 
ionen nachweisen. 

6. Nitrosophenol dient zum Nachweis von Ferroionen. 

7. Fiir den Nachweis von Ferroaquoionen wird die Reaktion mit 
Rubeanwasserstoffsiure neu eingefiihrt. 

8. n/100 H,O, oxydiert Ferroaquosalzlésung nur in saurer Lésung 
direkt. Es konnte gezeigt werden, daB stark verdiinnte H,O,-Lésung 
in den Komplex eingelagert wird. 

9. Es wurden eine Reihe von Verbindungen auf ihre Fahigkeit 
untersucht, Ferriaquosalzlésung zu reduzieren und hemmend auf die 
,,Rubeanreaktion zu wirken. Letztere Erscheinung wird mit der 
Entstehung von Einlagerungsverbindungen erklart. 


Literatur. 


1) Siehe Literaturzusammenstellung bei O. Baudisch, Naturwissen- 
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Uber die gegenseitigen Beziehungen zwischen Cholesterin 


und einigen Eiwei6fraktionen. 


Von 
W. N. Nekludow. 
(Aus dem Institut fiir pathologische Physiologie der Universitat Woronesch. ) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1930.) 


In der vorliegenden Arbeit haben wir uns die Aufgabe gestellt, 
die gegenseitigen Beziehungen zwischen dem Cholesterin und einigen 
EiweiBfraktionen des Serums und des HiihnereiweiBes zu untersuchen. 


Vermutungen iiber die Méglichkeit einer festeren Bindung von Chole- 
sterin an Eiwei®B sind von Bang', Grigaut? u. a. ausgesprochen worden. 
Die Zunahme des Cholesteringehalts des Blutes bei einigen pathologischen 
Zustinden wurde von Nekludow3,4,5 mit einer St6rung des physikalisch- 
chemischen Gleichgewichts der EiweiBstoffe oder deren vollstandigem Zerfal!| 
in Verbindung gebracht, doch fehlte diesen Vermutungen bis in die letzte 
Zeit eine chemische Begriindung. 

Beobachtungen bei der quantitativen Bestimmung des Cholesterins 
legten die Vermutung nahe, da®B das Cholesterin darin an das Eiweif 
adsorptiv oder chemisch gebunden sei (Nekludow und Chalatow®). 

Eine eingehendere Untersuchung iiber diese Frage nahm Handowsky7.* 
am Rinderserum vor. Er ging von der Annahme aus, daB Cholesterin aus 
dem Serum um so schwerer zu extrahieren sein miiBte, je fester es an dessen 
EiweiB gebunden sei. Sein Schiiler Bosse wies nach, daB Serumeiweil 
durch sechsstiindiges Schiitteln mit Ather nicht denaturiert wird, da’ 
aber bei langerer Behandlung Stoffe entstehen kénnen, die durch Sattigung 
mit Magnesiumsulfat fallbar sind. Ferner untersuchte Handowsky den Ein 
fluB der Konzentration von zugesetzten Salzen oder Traubenzucker, sowie 
der Verdiinnung oder Konzentrierung des Serums und des Schiittelns mit 
Kohle oder Kaolin auf die Extrahierbarkeit des Cholesterins mit Ather und 
kam zu dem Ergebnis, daB es sich bei den beobachteten Veranderungen 
nicht um Aussalzung, sondern um eine Veranderung des Zustandes der 


1 Zitiert mach J. A. Gardner und Hugh Gainsborough, Biochem. 
Journ. 21, 141, 1927; KongreBzentralbl. 47, 761, 1927. 

2 C.r. Soe. Biol. 72, 912, 1912. 

3 Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 47, 70, 1925. 

4 Vortrag in der Sitzung der Leningrader Abteilung der Russischen 
Gesellschaft der Pathologen am 4. Juni 1926 (russisch). 

5 Arbeiten der II. Versammlung der Physiologen. Leningrad 1926. 

6 Diese Zeitschr. 208, 60, 1929. 

7 Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 210, 35, 1925. 

8 Kolloidzeitschr. 36, Erganzungsbd., 292, 1925. 
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Schutzkolloide oder der Verbindung des Cholesterins mit denselben handele. 
Auf Grund seiner Versuche kommt Handowsky zu dem SchluB, daB das 
Cholesterin an Albumine und Globuline gebunden sei, und zwar sei die 
Bindung an Globulin fester als an Albumin. 

Da aber die Farbreaktion nach Liebermann-Burchard, mit der die 
Bestimmungen ausgefiihrt wurden, nicht nur von Cholesterin gegeben, 
sondern auch von einer Reihe anderer im Extrakt enthaltener Stoffe 
beeinfluBt wird (Isovesko!, Nekludow und Chalatow*), wird ein Teil der 
Angaben Handowskys unsicher. 

Von neueren Arbeiten iiber die Bindung von Cholesterin an EiweiB 
sei die von J. A.Gardner und Hugh Gainsborough (1. c.) erwahnt. 


Eigene Beobachtungen. 


Meine Beobachtungen iiber die Méglichkeit einer Bindung von 
Cholesterin an EiweiBstoffe von adsorptiver oder vielleicht eigentlich 
chemischer Art, wurden sowohl am GesamteiweiB des Serums als auch an 
den einzelnen EiweiBfraktionen — den Globulinen, dem Fibrin und 
Albumin — angestellt. 

Eine fiir diesen Zweck geeignete objektive und chemisch exakte 
Methode kénnte nach dem folgenden Prinzip arbeiten: 

1. Die aus dem Serum oder Plasma gewonnenen EiweiBfraktionen 
miissen durch andauernde Extraktion mit Ather im Sozhletschen 
Apparat von dem Cholesterin befreit werden, das mit ihnen am lockersten 
verbunden ist. Die Vollstandigkeit der Extraktion l4Bt sich an dem 
vollstandigen Verschwinden des Cholesterins aus dem Atherextrakt 
erkennen. 

2. Die weitere Extraktion des Eiweibes mit absolutem Alkohol bei 
38° (bis zum vélligen Verschwinden des Cholesterins aus den alko- 
holischen Extrakten) wiirde diejenigen Cholesterinmengen erfassen, 
die mit den Eiwei8kérpern fester verbunden sind. 

3. Die stabilsten Cholesterin-EiweiBverbindungen kénnen erst dann 
festgestellt werden, wenn die vollstandig mit Ather und Alkohol extra- 
hierten Eiwei8kérper durch sieben- bis achtstiindiges Kochen mit 
starken Laugen vollstandig zerstért sind. 


Beschreibung der Versuche. 
Erste Versuchsreihe. 


Hiihnereiwei8 wurde im Brutschrank bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet, pulverisiert und vorsichtig in eine Extraktionshiilse gefiillt, deren 
obere Offnung mit Glaswolle bedeckt wurde. Die Substanz wurde im 
Soxhletschen Apparat mit chemisch reinem Ather extrahiert. 

Die Vollstandigkeit der Extraktion kann an dem Verschwinden der 
letzten Spuren von Cholesterin aus den Atherlésungen erkannt werden. 


1 C.r. Soc. Biol. 1912, S. 318 und 1021. 
2 1c. S.6 
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Die atherischen Extrakte wurden eingedampft. Der nach der Vertreibung 
des Athers im Kolben zuriickbleibende Riickstand wurde mit 20 °,iger 
Natronlauge 7 bis 8 Stunden gekocht. Die alkalische Lésung wurde zweima!| 
mit je 200ccem Ather 2 Tage lang in einem Scheidetrichter extrahiert. 
Die quantitative Bestimmung des Gesamtcholesterins erfolgte dann nach 
der Digitoninmethode von Windaus. 

Nach vollstandiger Extraktion mit Ather (der Ather nahm kein Chole- 
sterin mehr auf) wurde das EiweiB mit 20 %iger Natronlauge 8 Stunden 
gekocht. Die noch warme alkalische EiweiBlésung wurde, wie oben be- 
schrieben, mit Ather extrahiert und das Cholesterin nach der Digitonin- 
methode von Windaus bestimmt. 


Zueite Versuchsreihe. 


Die Versuchsanordnung war ganz die gleiche wie in der ersten Serie. 
Der Unterschied bestand nur darin, daB das getrocknete und gepulverte 
Hiihnereiwei® nach vollstandiger Extraktion mit Ather im Soxhletschen 
Apparat einer weiteren Extraktion mit absolutem Alkohol bei 38 bis 40° 
unterworfen wurde. 

Dritte Versuchsreihe. 


Es wurde das Gesamtcholesterin in 20 bis 30 cem Hunde- oder Katzen- 
serum nach der gravimetrischen Digitoninmethode von Windaus nach 
achtstiindigem Kochen des Serums mit 250 bis 350 ccm 20°, iger Natron- 
lauge bestimmt. 

Aus 20 bis 30 ccm desselben Serums wurde das GesamteiweiB mit 
Wolframsaure in den folgenden Mengenverhiltnissen gefallt: 1 cem Serum 
+ 7cem destilliertes Wasser + 1 ecm 10°%ige Na,WO, + leem 0,67 n 
H,SO,. Die wasserige Lésung mit den gefillten EiweiBstoffen wurde 
10 bis 15 Minuten auf dem Wasserbad erwarmt und von den EiweiBstoffen 
durch ein aschefreies Filter abfiltriert. 

Das abfiltrierte Eiwei8 wurde im Brutschrank bis zur Gewichtskonstanz 
bei 38 bis 40° getrocknet, vorsichtig vom Filter abgenommen, gepulvert 
und im Sozhletschen Apparat volistandig mit Ather extrahiert. Der nach 
der Vertreibung des Athers im Kolben verbleibende Riickstand des Eiweib- 
extrakts wurde mit 200ccm 20°,iger Natronlauge 8 Stunden gekocht. 
.Die anschlieBende Extraktion mit Ather und die Bestimmung des Chole. 
sterins im Eiwei®extrakt nach der Digitoninmethode von Windaus erfolgte 
nach dem oben beschriebenen Schema. 

Die nach der Extraktion mit Ather zuriickgebliebenen EiweiB. toftfe 
wurden mit. 200cem 20° iger Natronlauge 8 Stunden gekocht. Die alkali 
sche EiweiBlésung wurde mit Ather extrahiert, und dann das Cholesterin 
im EiweiBextrakt nach der Digitoninmethode von Windaus bestimmt 

Die nach der Ausfallung des EiweiBes zuriickgebliebene wasserige 
Lésung wurde mit 20% Atznatron versetzt und das Cholesterin wie oben 
bestimmt. 

Vierte Versuchsreihe. 


In 10 cem Katzenplasma (gewonnen durch Zentrifugieren des Blutes 
in paraffinierten Reagenzglischen) wurde das Cholesterin nach  acht- 
stiindigem Kochen mit 200 cem 20°,iger Natronlauge nach der Windaus- 
schen gravimetrischen Methode bestimmt. Aus einer anderen Portion 
(10 cem) desselben Serums wurde das Fibrin vorsichtig gefallt und mit 
destilliertem Wasser 6 Stunden lang gewaschen; dann wurde darin, nach 
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der Behandlung mit Lauge, die wie in den friiheren Versuchen vorgenommen 
wurde, das Cholesterin nach der Digitoninmethode bestimmt. In dem 
bei der Defibrinierung von 10cem Plasma gewonnenen Serum wurde 
gleichfalls das Cholesterin nach der oben beschriebenen Methode bestimmt. 


Fiinfte Versuchsreihe. 

Aus 40 bis 60 cem Pferdeserum wurde nach Reye! das Serumglobulin 
gefallt. 2 Teile Serum wurden mit 5 Teilen Wasser und 3 Teilen einer ge- 
sittigten Ammonsulfatlésung vermischt, filtriert und dem Filtrat so viel 
gesittigte Ammonsulfatlésung zugesetzt, bis die Lésung daran halb ge- 
sittigt war. 

Das so gewonnene Serumglobulin wurde bei 38 bis 40° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet, gepulvert und zuerst mit Ather, dann mit Alkohol 
im Soxhlet vollstandig extrahiert. 

Die Cholesterinbestimmung in dem atherischen und dem alkoholischen 
Extrakt erfolgte nach der Digitoninmethode nach vorangegangener Be- 
handlung des Extrakts mit Lauge in der oben beschriebenen Art. Das 
nach den beiden Extraktionen zuriickgebliebene Serumglobulin wurde 
mit 20° iger Natronlauge 8 Stunden gekocht und dann darin das Chole- 
sterin nach Windaus bestimmt. 


Sechste Versuchsreithe. 


Aus 40 bis 60 cem Pferdeserum wurde nach Pemsel das Serum- 
albumin gewonnen. Das Serum wurde mit der gleichen Menge an gesittigter 
Ammonsulfatlésung versetzt. Nach mehrstiindigem Stehen wurde der 
Niederschlag abfiltriert und das globulinfreie Filtrat mit n/5 H,SO, bis 
zur Triibung versetzt. Beim Stehen (am besten bei 40°) schieden sich 
allmahlich Kristalle ab. Das so dargestellte Serumalbumin wurde bei 
40° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Im iibrigen wurde der Versuch wie der fiinfte durchgefiihrt. 


Siebente Versuchsreihe. 


Das nach der Fallung der Globulin- und Albuminfraktion iibrig- 
gebliebene Filtrat wurde mit Wolframsaure (s unter 3) zur Fallung der 
EiweiBfraktionen behandelt, die mit Ammonsulfat und n/5 Schwefelséure 
nicht ausgefallen waren. Die Fallung wurde mit einem aschefreien Filter 
abfiltriert, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gepulvert. 

Im iibrigen wurde der Versuch wie der fiinfte durchgefiihrt. 


Achte Versuchsreihe. 


Das aus der a. carotis eines Hundes mit einer Glaskaniile entnommene 
und in einem Glas mit Porzellanperlen aufgefangene Blut wurde durch 
30 bis 40 Minuten langes Schiitteln defibriniert. Das so erhaltene Fibrin 
wurde sorgfaltig mit flieBendem destillierten Wasser 20 Stunden ge- 
waschen, bis es ganz rein weiB war. Dann wurde es im Brutschrank bei 
40 bis 45° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gepulvert. Im iibrigen 
wurde der Versuch wie der fiinfte durchgefiihrt. 


1 Hoppe-Seyler-Thierjfelder, Physiologisch- u. pathologisch-chemische 
Analyse 1924, S. 463 u. 452. 
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Meine Ergebnisse (vgl. die Tabellen I bis V) zeigen, daB eine 


Bindung von Cholesterin an EiweiB wirklich méglich ist. 





Tabelle I 
Absolute Cholesterinmenge 
Versuchsmaterial nach der gravimetrischen 
Digitoninmethode 
Gesamtmenge in 30ccm Hundeserum ..... . 0,0329 
Filtrat nach der Fallung des Eiweibes . . 0,0050 
Erster Atherextrakt aus den gefillten Eiw eibstoffen 
aus 30 ccm desselben Hundeserums, Dauer 6 Std. 0.0006 
Zweiter Atherextrakt aus diesen Eiweibstoffen, 
Dauer 9 Tage . a der oe 0,0122 
Dritter Atherextrakt daraus, Dauer 4 Tage ease 0,0005 
Vierter a TP Ue 4° ss ee Spuren 
Fanfter * oe a gree . 
Sechster mn 72 oa Cholesterin fehlt 
EiweiBstoffe nach sechsmaliger Atherextraktion ig 0,0131 


Tabelle II. 





Absolute Cholesterinmenge 
Versuchsmaterial nach der gravimetrischen 
Digitoninmethode 


Gesamtmenge in 20 ccm Katzenserum . . 0,0272 
Filtrat vom Eiwei$ (aus 20 cem desselben Katzen- 

serums) .. 0.0039 
Erster Extrakt aus dem " gefiillten EiweiS, Dauer 

6Std. .. 0,0008 
Zweiter Atherextrakt ‘aus demselben EiweiB, Dauer 

7 Tage. . Sian Yee haere ts 0,0150 
Dritter’ Extrakt, Dauer 3 Tage eR A ae ee ee 0,0014 
Vierter ‘ Se ae ear eee Spuren 
Fiinfter js 4 aes fehlt 
Eiweibstoffe nach fanfmaliger Atherextraktion sie 0,0053 


Tabelle III. 
Absolute Cholesterinmenge verschiedener bis zur Gewichtskonstanz ge 











trockneter Eiwei®fraktionen, bestimmt nach der Digitoninmethode. 


Albumin Globulin 
, aus Pferdeserum aus Pferdeserun 
Versuchsmaterial RRS a See < 
3 Il. I. If. 
2,1359¢g 1,9132¢ 1,8347 g 13213 ¢ 








Erster Atherextrakt aus den EKiweiSfrak- 

tionen, Dauer 6Std. . . Spuren Spuren  fehilt fehlt 
Zweiter Atherextrakt, Dauer 10 bis 11 Tage 0,0012  0,0014 . * 
Dritter a - 3 ae Spuren Spuren ad if 
Vierter 3 Tage . te fehlt feblt . . 
Erster Alkoholextrakt, Dauer 30 Std. bei 38° | Spuren b ¥ . 
Zweiter a 6 Ts 38° fehlt a - “ 


EiweiBfraktionen nach der Ather- und 
Alkoholextraktion .. ........ ‘i ‘ 0,0010 0,0005 
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Beziehungen zwischen Cholesterin und Eiweiffraktionen. 


Tabelle III (Fortsetzung). 


B eine 





Im Pferdeserum 
nach Abscheidung 


- Fibrin 
ee aus Hundeserum 
— Versuchsmaterial eae oF 
Fraktionen 
imenge nina teladietnaccaaivegeaneiidi ei a 
ischen 1. Il. 1. Il. 


de 1,2252g 1,1124¢ | 1,05382g¢ 1,5%1l¢ 


firster Atherextrakt aus den EiweiBfrak- 
tionen, Dauer 6 Std. 
Zweiter Atherextrakt, Dauer 10 bis 11 Tage 
Dritter - eee Sw Spuren Spuren 
Vierter — |} ae fehlt feblt 
Erster Alkobolextrakt, Dauer 30 Std. bei 38° . re 
Zweiter . 380Std. 38° ¥ ” 
Kiwei8traktionen nach der Ather- und 
Be ae 


Spuren 


0,0011 


Spuren 
0,0008 
feblt 


Spuren 
0,0014 
fehlt 


Spuren 


0,0009 


Spuren 
fehlt 


Spuren 
fehlt 


0.0006 0.0005 0.0020 0.0029 


Tabelle IV. 








Absolute Cholesterinmenge 
nach der gravimetrischen 


Imenge Digitoninmethode 


ischen = 
le a b 


Versuchsmaterial 





Gesamtmenge in 10 ccm Katzenplasma . rs 0,0082 0,0083 
Serum aus 10 cem des gleichen Plasmas, nach der 

Defibrinierung . 0,0075 0,0076 
Fibrin aus 10 cem des gleichen P lasmas, mechanisch 

abgepreBt und mit destilliertem Wasser gewaschen 0,0003 0,0004 


b = Kontrollbestimmung. 


Tabelle V. 





Absolute Cholesterinmenge 
nach der gravimetrischen 
Digheninmethode 


Versuchsmaterial 





I Il III 
nz ge- 
le. Erster Atherextrakt aus getrocknetem gepul- 
verten Hihnereiwei$, Dauer 7 Tage 0,0015 0,0020 0,0017 
alin Zweiter Atherextrakt, Dauer 3 bis 4 Tage Spuren | 0,0004 0,0003 
cannons Dritter 2 * : Tage fehilt feblt Spuren 
If. Vierter ee oe ee “ i fehlt 
1,3213¢ ff Erster Alkoholextrakt, Dauer $0 Std. bei 38°. . _ - Spuren 
3 Zweiter a ,  9385—48Std. bei 38° - ~ a 
Hithnereiwei8 nach der Ather- und Alkohol- 
fehlt extraktion . 0,0007 0,0009 0,0010 
” 
2 Beachtenswert erscheint die Fahigkeit des Cholesterins, mit 
' verschiedenen EiweiBfraktionen Verbindungen von _ verschiedener 





Festigkeit zu _bilden. 
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Atherextraktion leicht gelést wird, b) solche mit so fester Bindung, 
daB sie auch bei andauernder Ather- oder Alkoholextraktion nicht 
gespalten werden. 

In den Verbindungen der zweiten Art kann das Cholesterin vom 
EiweiB nur dann abgetrennt werden, wenn das EiweiBmolekiil vorher 
vollstandig abgebaut wird. Es erscheint daher durchaus verstandlich, 
daB quantitative Cholesterinbestimmungen durch drei bis vier Monate 
langes Extrahieren von mit Gips getrocknetem Serum im Sozhlet 
zu keinem brauchbaren Ergebnis fiihrten. 


Am wenigsten fest ist das Cholesterin mit den Albuminen, mit 
einigen EiweiBfraktionen des Hiihnereies und mit einem Teile derjenigen 
Fraktionen verbunden, die nach der Abscheidung der Albumine und 
Globuline aus dem Pferdeserum mit Wolframsaure gefallt werden 
kénnen, endlich auch mit einem gewissen Teil des Fibrins. 


Man darf kaum annehmen, daB diese wenig bestandigen 
Verbindungen des Cholesterins mit den obengenannten Eiweif- 
stoffen nur dadurch vorgetéuscht werden, daB die Eiweibstoffe 
bei ihrer Koagulation aus dem Serum das Cholesterin mechanisch 
mitreiBen. 


Eine festere Verbindung des Cholesterins kommt nach meinen 
Beobachtungen mit den Globulinen des Pferdeserums, mit einem 
Teile des Fibrins, mit einem Tele der Eiwei®fraktionen des Hiihnereies 
und einem Teile der mittels Wolframsiure nach vorangegangener 
Abscheidung der Globulin- und Albuminfraktionen aus dem Pferdeserum 
gefallten Fraktionen vor. 


Dieser letztere EiweiB-Cholesterinkomplex ist derart stabil, daB er 
sogar durch eine andauernde Extraktion mit Ather und Alkohol im 
Soxhletschen Apparat nicht zerstért wird. Erst nach acht Stunden 
langem Kochen mit 20°, iger Lauge konnte das Cholesterin aus dieser 
Verbindung abgetrennt und mit Ather extrahiert werden. 


So erscheinen unsere friiheren Beobachtungen verstandlich, dai 
das Cholesterin aus Serum mit Ather nicht extrahiert, sondern 
erst nach umstandlicher Bearbeitung des Serumriickstandes, nach 
Atherextraktion, Extraktion durch sieben bis acht Stunden langes 
Kochen mit Alkali und nachfolgende Atherextraktion, abgetrennt 
werden kann. 


Es liegt die Vermutung nahe, daB bei pathologischen Zustanden 
infolge einer Stérung des physikalisch-chemischen Gleichgewichts im 
Plasma das an die EiweiBstoffe mehr oder weniger fest gebundene 
Cholesterin von diesen abgespalten werden und eine gewisse selbstandige 
Rolle in den biologischen Prozessen spielen kann. 
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Beziehungen zwischen Cholesterin und EiweiBfraktionen. 


Zusammenfassung. 


1. Ein gewisser Teil des Cholesterins im normalen Pferde- und 
Hundeplasma ist fest an die Globulinfraktion und einen Teil des Fibrins 
gebunden; ebenso kommt eine solche Bindung an gewisse Fraktionen des 
HithnereiweiBes und einen Teil der aus Pferdeserum nach vorange- 
gangener Abtrennung der Globulin- und Albuminfraktionen mit 
Wolframsaure faillbaren Fraktionen vor. 


2. Weniger fest ist die Bindung des Cholesterins an die Albumine, 
einen bestimmten Teil des Fibrins, des HiihnereiweiBes und der aus 
Pferdeserum nach vorangegangener Abscheidung der Globulin- und 
Albuminfraktionen mit Wolframsaure fallbaren Fraktionen. 





Zur Frage nach dem Vorkommen proteolytischer 
Fermente im Serum. 


Von 
K. Yokota. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Frage nach dem Vorkommen proteolytischer Fermente im 
Serum ist vielfach Gegenstand eingehender Untersuchungen gewesen, 
ohne daB die Verhaltnisse hier vollkommen geklart sind. Wahrend die 
einen behaupten, daB natives Serum keine Protease enthalt, geben 
andere Autoren an, doch Abbauerscheinungen, z. B. an Fibrin, Casein 
und Gelatine, beobachtet zu haben. — Eine bessere Ubereinstimmung 
herrscht in der Frage, ob sich im normalen Serum Protease in latentem 
Zustand findet. Hier hat sich gezeigt, daB oberflachenaktive Stoffe, 
insbesondere Antiseptica wie Chloroform, Aceton, Toluol, Phenol, 
Alkohol usw., befahigt sind, an einem an sich unwirksamen Serum 
Proteasewirkung manifest werden zu lassen. Beziiglich der einschlagigen 
Literatur sei verwiesen auf Oppenheimers ,,Fermente, Band II, 8. 1064. 
* Neuerdings hat sich H. J. Fuchs! mit dem Vorkommen von 
Proteasen im Serum von Menschen und von verschiedenen Tieren 
beschaftigt und gibt als Grund fiir die widersprechenden Ergebnisse an, 
daB Serum arteigenes Fibrin nicht abzubauen imstande ist, wohl aber 
artfremdes. Dann aber teilt er weiter mit, daB pathologisches Serum, 
insbesondere solches von Carcinomkranken und Luetikern, gleich- 
pathologisches Menschenfibrin nicht abbaut, hingegen normales 
Menschenfibrin abbaut; ja, die Spezifitat der Serumprotease geht so 
weit, daB z. B. Serum eines rassereinen Kaninchens, das eigenes Fibrin 
nicht angreift, Fibrin von einer anderen Kaninchenrasse oder einer 
Mischrasse abbaut. 


1 H. J. Fuchs, diese Zeitschr. 17%, 76, 1926; 175, 185, 1926; 181, 438, 
1927. 
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Mich interessierte in erster Reihe das Verhalten des menschlichen 
Serums, zumal Fuchs angibt, daB bei 129 Fallen mit sicher vorhandenem 
malignen Tumor nur in drei Fallen sein Verfahren versagt hat, und daB 
auch mit Serum von Luetikern ein deutlicher Abbau von normalem 
Fibrin zu beobachten ist. 


Der Bereitung des Fibrins wandten wir zuerst unsere Aufmerksam- 
keit zu. 

Wir beschafften uns Fibrin vom Menschen, vom Rind, Hammel, Schwein 
und Kaninchen genau nach der Vorschrift von Fuchs. Das frische, durch 
Schlagen gewonnene Fibrin wurde unter flieBendem Wasser griindlichst 
gewaschen, bis aller Slutfarbstoff entfernt war. Dies gelingt nicht immer 
restlos. Einzelne Fibrinflocken halten selbst noch nach mehrtigigem 
Waschen Spuren von Blutfarbstoff zuriick. Die leicht rosa gefarbten 
Flocken wurden ausgeschieden und nur der vollig ungefirbte Rest einer 
24- bisweilen auch 48stiindigen Dialyse gegen destilliertes Wasser unter- 
worfen, je nach dem Ausfall der Biuretprobe mit der AuBenfliissigkeit. 
Das so gereinigte Fibrin wurde auf Glasplatten fein verteilt, bei einer 
Temperatur von 51° schnell getrocknet, was meist nach | Stunde beendet 
war, und dann in einer Reibeschale zu einem staubfeinen Pulver ‘verrieben. 
Nach Fuchs darf nur solehes Fibrin zur Verwendung kommen, das an Wasser 
keine akoagulablen Substanzen abgibt. Diese Forderung laBt sich meistens 
ohne Schwierigkeit erfiillen. Wir gewannen ein solches Fibrin vom 
Menschen, vom Hammel, Rind und Kaninchen. Beim Schweinefibrin 
stieBen wir aber auf Schwierigkeiten, wenngleich die Dialyse solange durch- 
gefiihrt worden war, bis die Biuretprobe in der AuBenfliissigkeit negativ 
war; spiter kommen wir darauf noch zuriick. 

Wenn man eine Probe des Fibrinpulvers — wir verwandten zu jedem 
Versuch stets 5,0 mg — in 1 cem Wasser etwa einen Tag im Brutschrank 
halt in Gegenwart von Chloroformdampfen, so findet man, daB entweder 
gar keine oder héchstens minimale Spuren akoagulabler Substanzen in 


Lésung gehen. Anders dagegen, wenn man dasselbe Fibrin in 0,9 © iger 
NaCl-Lésung im Brutschrank stehen 1a8t. Dann trifft man meist nicht 
unbetrachtliche Mengen an akoagulablem Stickstoff im Filtrat an. Als 


Beleg fiihre ich je einen Versuch mit den verschiedenen Fibrinen an; die 
mitgeteilten Zahlen bedeuten Kubikzentimeter n/200 H,SO,; auf die 
Umrechnung in N haben wir der kleinen Zahlen wegen hier und in allen 
anderen noch folgenden Versuchen verzichtet. 


Tabelle I. 








Bei 37° Menschenfibrin ee Rinder- — Kaninchen- 
Std. I 7 aT fibrin fibrin 
Re sy bg ae 0,06 0,39 0,18 0,18 0,20 
0,9%ig. NaCl. . 20 0,70 1,24 1,14 0,56 0,40 


Mit Ausnahme von Menschenfibrin II sehen wir bei allen anderen 
Fibrinen nur eine ganz minimale Abspaltung von akoagulablen Substanzen 
in Gegenwart von destilliertem Wasser, dagegen nicht unbetrachtliche 
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Mengen bei Gegenwart von NaCl. Wie Menschenfibrin IT verhielt sich auch 
das von uns dargestellte Schweinefibrin trotz sorgfaltigst durchgefiihrte: 
Dialyse; in dem Versuch mit destilliertem Wasser wurde 0,86 cem n/200 
H,sO, verbraucht. mit 0.9°,iger NaCl-Lésung 1,33 ccm. 

\\ ir haben es also in Gegenwart von \NaCl-Lésung mit einer schwachen 
Fibrinolyse zu tun, die unserer Ansicht nach bedingt ist durch $puren 
von Protease. welche dem } ibrin stets anhaften: sie treten in destilliertem 
Wasser nicht in Erscheinung, wohl aber in Gegenwart von NaCl. DaB 
dem tatsachlich so ist davon haben wir uns durch folgende Versuchs- 
anordnung selbst iiberzeugt. Wenn unsere Annahme richtig war, muBte 
das Fibrin in NaCl-Lésung durch Kochen seiner Fermentwirkung mehr 
oder weniger beraubt werden 

Vir gingen so vor. daB wir mehrere Fibrinportionen zu 5,0 mg mit 
1.0 cem NaCl-Lésung ansetzten. je zwei Portionen nicht kochten, vier 
Portionen je 2 Minuten lang iiber freier Flamme kochten unter Erganzung 
des verdampfenden V assers. zwei von ihnen sofort verarbeiteten, zwei 
bis zum nachsten Tage in den Brutschrank stellten und auBerdem zur 
kKontrolle zwei bibrinportionen mit destilliertem Wasser mitlaufen lieBen. 
Das Resultat war folgendes: 

Auch hier bedeuten die Zahlen Kubikzentimeter n/200 H,S0O,. 


Tabelle II. 





Menschenfibrin 


I II III 





Zusammensetzung | Vorbehandlung 


a) 5,0 mg Fibrin + 1,0 com NaCl-Lésung | 2 Min. gekocht 
sofort verarh. 0,08 0,09 0,08 


ere SS ee me | 2Min. gekocht 
| 21 Std. bei 87° 0,46 0,25 0,35 
ce) 5.0 , - ee e nicht gekocht 


21Std. hei 379 1,04 1,56 1,34 
d) 5,0 , » +10 , HO... .) nicht gekocht 
| 21 Std. bei 37° 0,08 | 0,36 0,09 


Die gekochte und dann bei 37° 21 Stunden digerierte Portion (b) zeigte 
eine wesentlich schwachere W irkung als die nicht gekochte NaCl-Portion (c). 
2 Minuten Kochen reichen also nicht aus. um die ganze dem Fibrin an- 
haftende Protease zu vernichten. In einer anderen Versuchsreihe iiber- 
zeugten wir uns dann, daB durch 5 Minuten langes Erhitzen iiber freier 
Flamme die Protease véllig zerstért war. 

Dieser Befund, daB schon geringe NaCl-Mengen geniigen, um die 
Fibrinolyse in Gang zu setzen, stimmt mit den Beobachtungen von 
Rosenmann' iiberein, der fand, daB eine Fibrinolyse, die in destilliertem 
Wasser iiberhaupt nicht zu erkennen ist, schon bei 0,8 °,iger NaCl in 
Erscheinung tritt und um so kraftiger wird, je mehr NaCl man der 
Lésung zusetzt. Wie man sich dieses Manifestwerden einer Protease im 
Fibrin zu erklaren hat, dariiber auBert sich Rosenmann nicht. Keinesfalls 


1 M. Rosenmann, diese Zeitschr. 112, 98, 1920. 
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hat man es hier mit einer Aktivierung zu tun, wie z. B. bei der Diastase, 
wo das NaCl die Rolle eines echten Aktivators spielt vermége seines 
Cl-Atoms, wie Wohlgemuth nachgewiesen hat. Wir méchten vielmehr 
glauben, daB die in dem Fibrin enthaltene Protease, die natiirlich aus dem 
Blute stammt — wobei die Frage, ob aus dem Plasma oder den zelligen 
Bestandteilen, nicht weiter diskutiert werden soll —, so lange un- 
wirksam bleibt, als sie fest am Fibrin haftet. Erst wenn das Fibrin in ein 
Medium gelangt, wo Spuren von ihm in Lésung gehen, werden gleich- 
zeitig auch Spuren von Protease frei und kénnen ihre Wirkung entfalten. 
Ein solches fiir die Lésung von Fibrin giinstiges Medium ist, da das 
Fibrin ein globulinartiger K6érper ist, eine NaCl-Lésung. In ihr lésen 
sich Spuren von Fibrin und damit auch Spuren von Protease und bauen 
das geléste Fibrin ab, wahrend in destilliertem Wasser kein Fibrin in 
Lésung geht und deshalb hier auch keine Proteasewirkung zu erkennen 
ist. —- Die Ausnahme, welche Menschenfibrin II und Schweinefibrin 
machen, diirfte wohl so zu erklaren sein, daB von diesen beiden Fibrin- 
arten schon in destilliertem Wasser Spuren in Lésung gehen. Wahr- 
scheinlich spielt hier die Art der Fibrinbearbeitung eine Rolle, worauf 
auch Rosenmann hinweist. Denn ein Fibrin, das lange Zeit unter der 
Wasserleitung gewaschen wird, lést sich viel friiher und schneller auf als 
ein ebenso altes, wenig gewaschenes Fibrin. 

Aus dem Gesagten geht jedenfalls hervor, daB, wenn man Versuche 
iiber die Spaltung von Fibrin durch Serum anstellt, man in jedem 
Falle einen Versuch mit Fibrin + NaCl-Lésung allein gleichzeitig 
mitlaufen lassen muB. Denn der Anteil der spontanen Fibrinolyse darf 
bei den kleinen Ausschlagen, die von der Serumprotease zu erwarten 
sind, keinesfalls vernachlassigt werden. Wir haben darum in allen 
unseren Versuchen stets einen Kontrollversuch mit Fibrin ohne Serum 
durchgefihrt. 

Die Apparatur, der wir uns bedienten, setzt sich, wie aus Abb. 1 auf 
folgender Seite hervorgeht, aus drei durch Glasschliffe miteinander ver- 
bundenen Teilen zusammen, und zwar: 

1. aus einem Oxydationskolben von 100 ccm Inhalt mit einem Schliff, 

2. aus einem Aufsatzrohr, dessen Schliff genau in den des Kolben- 
halses hineinpaBt und das nach oben eine kugelige Erweiterung triigt. 
Seitlich an diese Kugel ist ein zylindrisches GefaB angeschmolzen, zur Auf- 
nahme der fiir eine Bestimmung erforderlichen Kali- bzw. Natronlauge. 
Die Kugel verjiingt sich nach oben zu einem schmalen, dickwandigen 
Hals, der zur Befestigung mittels einer Klammer am Stativ dient, und an 
den Hals schlieBt sich eine zweite groBe eiférmige Erweiterung an, in die 
ein schmales RiickfluBrohr hineinragt. Dieses Rohr trigt oben unmittelbar 
vor dem Ubergang in das Destillationsrohr eine Offnung, um die aus- 
getriebenen Ammoniakdampfe, unbehindert durch riickstauendes Kondens- 
wasser, austreten zu lassen. Das Ende des Destillationsrohres trigt ebenfalls 
einen Schiiff. 
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3. Auf diesen Schliff paBt genau auf der zweite Teil des Destillations 
rohres, der spitzwinklig abgeknickt ist, und dessen senkrecht stehende: 
Schenkel in einen Schlangenkiihler iibergeht. 


Abb. 1. 


Die Vorziige dieses Apparats, dessen simtliche Teile aus Jenaer Glas 
bestehen, sind einmal, daB hier jede Verwendung von Gummischlauchen 
vermieden ist, und da8 die freiwerdenden Ammoniakdémpfe einen standig 
freien, von keinem Kondenswasser behinderten Weg zur Vorlage haben. 
Ein Zuriicksteigen des Inhalts der Vorlage ist darum wahrend der ganzen 
Destillation nicht zu befiirchten, und es eriibrigt sich deshalb auch die 
Zwischenschaltung eines Riickschlagventils. Durch genau aufeinander 
passende Schliffe und durch festes Zusammenhalten der einzelnen Teile 
mittels starker Spiralfedern ist jedes seitliche Entweichen von Ammoniak- 
dampfen ausgeschlossen. Das Lésen der Schliffe, besonders des am Oxy- 
dationskolben befindlichen, gelingt unmittelbar nach Beendigung der 
Destillation leicht, wenn man durch den seitlichen Alkalitrichter kaltes 
Wasser in den Apparat flieBen 148t. Dadurch kiihlt sich der unterhalb der 
Kugel befindliche Schliff ab und lést sich leicht von dem noch heiBen Hals- 
schliff des Oxydationskolbens. 

In unseren Versuchen hielten wir uns eng an die Vorschriften von 
Fuchs, um unsere Werte mit den seinen vergleichen zu kénnen. 

Es wurden nur ganz frische Sera genommen, die durch spontane Ge- 


rinnung und scharfes Zentrifugieren gewonnen waren; hamolytische Sera 
kamen nicht zur Verwendung. In kleinen Eprouvetten wurden zunichst 


5,0 mg Fibrin abgewogen, dann 1,0 cem Serum bzw. 1,0 cem 0,9 oiger 


NaCl-Lésung zugegeben, die Glaschen in ein groBes, weites Glas gestellt 
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und dieses mit einer Petrischale abgedeckt. AuBer den Versuchsréhrchen 
fand sich in dem Behalter noch ein offenes Reagenzglas mit Chloroform, so 
daB der ganze Glasraum mit Chloroformdaimpfen angefiillt war. In vielen 
Stichproben durch Anlegen von Impfkulturen iiberzeugten wir uns, daB 
dieses Vorgehen geniigt, um Bakterienwirkung mit Sicherheit aus- 
zuschlieBen. Angesetzt wurden fiir jeden Versuch zwei Glischen mit je 
1,.0cem Serum + 5,0 mg Fibrin, zwei Kontrollglischen mit je 1,0 eem 
Serum und zwei Kontrollglaschen mit je 1,0 cem 0,9 ° ,iger NaCl-Lésung 

5,0 mg Fibrin. Samtliche sechs Glaschen kamen dann auf 20 bis 
22 Stunden in einen Brutschrank mit einer Temperatur von 37°. Nach 
Ablauf der Frist wurden die einzelnen Portionen in folgender Weise ver- 
arbeitet : 

Zu jedem Glaschen wurden 11,0 cem 2,5%ige Trichloressigséure zu- 
gesetzt, griindlichst durchgeschiittelt und nach 10 Minuten langem Stehen 
durch ein feines Filter filtriert. Um ein spiegelblankes Filtrat zu bekommen, 
muBten wir sehr oft die Filtration dreimal wiederholen und kamen auch so 
noch manchmal nicht zum Ziele. Wir haben deshalb spater nach Zusatz 
von Trichloressigsiure die Glischen auf 10 Minuten in ein Wasserbad 
von 60° gestellt, danach abgekiihlt und dann erst filtriert. Danach waren 
alle Schwierigkeiten behoben. 8,0 cem des klaren Filtrats wurden mit 
2,0 cem N-freier konzentrierter Schwefelsiure, ein paar Tropfen Kupfer- 
sulfat und etwas Kaliumsulfat im Oxydationskolben verascht, und dann 
das Ammoniak in dem oben beschriebenen Apparat nach Zusatz von 12 cem 
40 %iger Kalilauge iiberdestilliert in eine Vorlage, in der sich 5 cem n/200 
H,SO, befanden. Zum Vermeiden des Schiumens wurde eine kleine Messer- 
spitze Talkum verwandt. Die Ermittlung der durch Ammoniak gebundenen 
Schwefelsaéure geschah nach der Vorschrift von Bang mit n/200 Thiosulfat 
unter Verwendung von K JO, und Starkelésung. 


Auf diese Weise untersuchten wir zunichst einmal Serum von 
normalen Individuen, und zwar priiften wir dessen Wirkung an 
Menschenfibrin, Rinderfibrin und Hammelfibrin. Das Resultat dieser 
Untersuchungen sei in folgender Tabelle zusammengestellt : 


Tabelle III. 





| Serum + Fibrin Serum | 0,9°)rig. Nac Differenz 
Nr. | Fall fee Se, b wees: Chee a— (b + ©) . 
MI MII MI MI/|MII MIII MI MU MII 
1 | 20Std. bei 37° 3,23 3,01 — 2,30 | 0,71/)1,54 — | +0,22-083 — 
2/20 , . 879) 249'290 — 2,11 (1,02'1,64 — | —0,64'—0,85 
3/19 , , 379° 280 310 3,04) 244 |0,47 1,22 0,96 —0,11 —0,56 —0,36 
4/21 , , 37° 3,00 3,25 330 2,59 0,42/1,04 0,83 —0,01'—0,28 —0,12 
MI MII R-—F MI MII R-F MI | MII | R—-F 
520 , , 37° 2,77 3,02 2,85 2,38 | 0,53) 1,75 0,02 —0,14\—1,11 +045 
6/20 , , 37° 223 246 231 1,90 (0,73/)1,60 0.21 —0,40—1,10 +0,21 
7/19 , , 37°) 3,25 3,41 3,31) 2,89 | 0,54/ 1,59 | 0,19 —0,18 —1,07 +0,23 
H—F H—F H—F 
Si2t , , 37) — — 264 244 —_ — 0 — — \+0,20 
9/20 , , 379) — — | 814 3,00 - ~~ 0 _ — +014 
1021, , 37°) — — |282) 269 |— — 0 — — +0,13 
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Vom Menschenfibrin (M-F) standen uns drei Praparate (I, I, II! 
zur Verfiigung, vom Rinderfibrin (R-F) und Hammelfibrin (H-F) 
je ein Praparat. 


Nach den Beobachtungen von Fuchs war zu erwarten, daB normales 
Menschenserum nicht imstande ist, normales Menschenfibrin abzubauen, 
wohl aber das artfremde Rinder- und Hammelfibrin. Letzteres kénnen 
wir, wie aus der Tabelle hervorgeht, bestatigen, wenn auch der Effekt 
bei Rinderfibrin sowohl wie bei Hammelfibrin nur ein sehr schwacher ist. 
Hingegen sehen wir mit einer Ausnahme bei simtlichen Versuchen mit 
den drei Fibrinsorten vom Menschen nicht nur keinen Abbau, sondern 
merkwiirdigerweise sogar ein Minus gegeniiber dem Hauptversuch, 
d. h. die Summe des akoagulablen Anteils des Serums (b) + des spontan 
abgebauten Fibrins (c) ist gréBer als der akoagulable Anteil des Haupt- 
versuchs (a). Wie soll man dieses tiberraschende Resultat erklaren ? Meines 
Erachtens nur so, daB die in Kochsalzlésung wirksam werdende Protease 
des Fibrins durch Gegenwart von Serum gehemmt wird. Diese Hemmung 
ist bedingt durch die antitryptische Wirkung des Serums. Da diese sehr 
groB ist, so ist es verwunderlich, daB trotzdem nicht die ganze, an sich 
doch sehr kleine Proteasemenge, die in 5,0 mg Fibrin vorhanden ist, 
in ihrer Wirkung gehemmt wird. Beim Vergleich der Werte fiir Fibrin (c) 
mit den Differenzen sieht man, daB die Protease etwa nur zu 50” 
unwirksam wird. Das beruht vielleicht darauf, dab ein Teil der spontanen 
Fibrinolyse sich innerhalb der kleinen Fibrinpartikelchen abspielt und in 
diese das Antitrypsin des Serums nicht einzudringen vermag. —- Unter 
den mitgeteilten Versuchen mit Menschenfibrin fallt einer aus der Reihe, 
bei dem wir einen schwachen Abbau konstatierten (+ 0,22). Eine 
Erklarung hierfiir zu geben sind wir auBerstande. 


Tabelle IV. 





- , . | Fibrin : 
al Serum + Fibrin | Serum | + 0,9 %/oig. NaCl Differenz 
” a b | ¢e a— (b+ ce) 


Z% 
4 








I II Ill 


~0.53 —0,35 —0,55 
—0,78 —1,15 —0,97 
—0,81/—1,16 —0,92 
—0,02 —0,86 -—0,89 
~0,38 —0,43 —0,09 
—0,56 —0,64 —0,83 
—0,72| —0,84| —0,47 


— -010-083 — 
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Daraufhin priiften wir das Verhalten von Carcinomserum normalem 
Menschenfibrin gegeniiber, und zwar lieBen wir auch hier jedesmal das 
Serum auf alle drei Praparate wirken. Daneben stellten wir auch 
Versuche mit Rinderfibrin und Hammelfibrin an. Das Ergebnis dieser 
Untersuchungen ist aus Tabelle IV ersichtlich. 

Im ganzen wurden von uns 19 Carcinomfalle untersucht, nur zehn 
davon sind in obiger Tabelle angegeben. Alle lieferten das stets gleich- 
sinnige Resultat, dap Ca-Serum in keinem einzigen Falle normales 
Menschenfibrin abbaut. Die hier mitgeteilten Zahlen unterscheiden sich 
in nichts von denen der Tabelle III mit normalem Menschenserum. 
Auch hier ergab sich stets ein Defizit von ungefahr der gleichen GréBen- 
ordnung wie beim normalen Serum. 

Auch Rinderfibrin (R) und Hammelfibrin (H) gegeniiber zeigte 
Carcinomserum keine gréBere Wirkung als normales Serum, wie aus 
folgender Tabelle hervorgeht. 





Tabelle V. 

Serum + Fibrin Serum Fibrin + NaCl Differenz 
Nr. Fall a b c a — (b + ¢) 

ee or ere Me Se 
1 Ca. uter. 3,57 3,37 3,20 0,06 0 +0,31 +017 
2 Ca. Metast. 2,94 2,52 2,38 0,17 0,07 +0,39 + 0,07 

der Wirbels. 

3 Ca. card. 2,93 252 239 | 005 oO +049 +013 
4 Ca. uter. 3,04 2.59 2.39 0,54 0 +011 + 0,20 
5 Cane. palp. 2,78 2,74 2,46 | 0,06 | 0 +0,26 + 0,28 


Fuchs gibt weiter an, daB auch das Serum von Luetikern nor- 
males Menschenfibrin abbaut. Auch dem widersprechen unsere 
eigenen Beobachtungen, wie folgende Tabelle zeigt. 


Tabelle VI. 











Serum + Fibrin | Serum + oseia NaCl Differenz 
Fall a b e a—(b + ¢) 
I | | R I II R IL. ¥ Il R 
Lues II 2,47; — (2,45 || 2,25 | 0,90) — |0,22 |—0,68| — (|—0,2 
» &l. . | 2,72) — 245 | 2,13 | 096, — 012 |—037° — | +0,25 
» Il. . 2,11/2,30 2,08 1,68 0,68 1,70 0,05 —0,25 —1,08 + 0,35 
* I. . | 2,17;}244 — § 1,90 | 093/1,77 — —066 —1,23 — 
» 1... }2,20)}255; — | 1,98 | 084) — (0,23 |-—062; — (|+0,34 
, WM. . \235) — 244 208 | 065| — 010 /—0388); — +0381 
» I. . |2,68)2901' — 281 | 094'1,71; — —062 —1,11, — 


Die hier aufgefiihrten Fialle sind simtlich schwere Luetiker, 
bei denen die Wassermannsche Probe sehr stark positiv war. In keinem 
Biochemische Zeitschrift Band 232. 5 
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Falle sehen wir hier ein anderes Verhalten, als normales menschliches 
Serum zeigt. 

Ich habe dann noch verschiedentlich Serum von Graviden unter- 
sucht, aber auch hier keinen starkeren Abbau von normalem Menschen- 
fibrin beobachtet. Nur in einem Falle ergab der Versuch mit M-F eine 
Abspaltung von + 0,75 cem n/200 H,SO,. — Das Serum Ecclamptischer 
scheint besonders reich an Protease zu sein. Denn hier wurde eine sehr 
erhebliche Vermehrung von Rinderfibrin und Hammelfibrin gefunden, 
im ersten Falle + 7,41, in dem anderen + 5,44. Menschenfibrin kam 
hier versehentlich nicht zur Untersuchung. Eine Wiederholung des 
Versuchs war mir leider nicht méglich, da die Patientin am nachsten 
Tage starb und ein zweiter Fall mir nicht zur Verfiigung stand. 


Zusammenfassend hat sich also ergeben, daB entgegen den Angaben 
von Fuchs Serum von Carcinomkranken und von Luetikern nicht imstand: 
ist, normales menschliches Fibrin abzubauen. Die Erérterungen, die 
Fuchs an seine Befunde beziiglich der Carcinomdiagnostik kniipft, 
sind damit hinfallig. —- Nach AbschluB unserer Versuche werden wir auf 
eine Arbeit von J. van der Scheer! aufmerksam, in der mitgeteilt wird, 
daB auch die von v. Falkenhausen und Fuchs beobachtete Spezifitat beim 
Serum verschiedener Kaninchenrassen, wonach normales Serum eines 
rassereinen Kaninchens normales Fibrin einer anderen Kaninchenrasse 
abbaut, nicht existiert. 


Wie wir bereits oben angedeutet haben, ist die Frage nach der 
Herkunft der Protease im Blut noch immer nicht véllig geklart. Man 
geht aber wohl nicht fehl, wenn man annimmt, daB ihre Quelle in erster 
Reihe in den Organzellen zu suchen ist, und daB bei dem standigen Regene- 
rationsprozeB, wie er sich ja staéndig in jedem Organ abspielt, die 
Zellprotease gleichsam als Abfallprodukt an das Blut abgegeben und 
hier in irgendeiner Weise an die kolloidalen EiweiBstoffe verankert wird. 
Vielleicht riihrt auch ein kleiner Anteil aus dem’ Darmlumen her und 
gelangt auf dem Wege der Resorption ins Blut. Hier findet sie sich 
meist in latenter Form, gehemmt durch irgendwelche kolloidalen 
Zustandsformen, und erst wenn durch irgendeine MaBnahme, von der 
eingangs bereits die Rede war, das kolloidale Gleichgewicht gestért wird, 
kann die Protease ihre Wirkung entfalten. —- Zellproteasen fehlen in 
keinem Organ, am starksten sind sie anzutreffen im Pankreas. Das kann 
man leicht daran erkennen, daB, wenn man die einzelnen Organe der 
Autolyse unterwirft, das Pankreas bei weitem am schnellsten der 
Auflésung verfallt. Es schien mir deshalb wiinschenswert, der Frage 
nachzugehen, ob und welchen Anteil das Pankreas an der Blutprotease 


1 J. van der Scheer, Journ. of Immunolog. 18, 17, 1930. 
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hat. Wenn das der Fall war, muBte eine Uberschwemmung des Blutes 
mit Pankreassekret zu einer erheblichen Steigerung der Proteasemenge 
im Blute fiihren. Nun ist allerdings die in den Driisenzellen noch 
befindliche Protease bekanntlich inaktiv; sie erlangt erst ihre Aktivitat, 
wenn sie mit der Entetokinase des Darms in Beriihrung kommt. 
Aber auch innerhalb der Zelle kann sie, wie die klinische Erfahrung lehrt, 
unter besonderen Umstanden aktiv werden und fiihrt dann zu aus- 
gedehnten Zerfallsprozessen in dem Pankreas. 


Eine Uberschwemmung des Blutes mit Pankreassekret erreicht man 
am sichersten durch Unterbindung und Durschschneidung des Pankreas- 
ganges. Solche Versuche fiihrte ich an vier Kaninchen aus. Vor der Unter- 
bindung wurde in langeren Zeitintervallen mehrmals Blut entnommen und 
das Serum mit Rinderfibrin (R-F) und Hammelfibrin (H-F) in der oben 
beschriebenen Weise zusammengebracht und 20 Stunden im Brutschrank 
in Gegenwart von Chloroformdaémpfen gehalten. Danach wurde jede 
Portion mit 11,0 cem 2,5°%iger Trichloressigsiure versetzt, 5 Minuten in 
einem Wasserbad von 50° gehalten und nach dem Abkiihlen filtriert. In 
8,0 ccm des Filtrats wurde dann der akoagulable Stickstoff in der iiblichen 
Weise bestimmt. — Nach Beendigung des Vorversuchs wurde dann dem 
Tier in Narkose der Ductus Wirsungianus unterbunden und danach an 
verschiedenen Tagen das Serum wieder auf seinen Gehalt an Protease 
gepriift. Der Einfachheit halber teile ich nur die Zahlen fiir die akoagulablen 
Substanzen in Kubikzentimeter n/200 H,SO, mit. 








Versuch I. Versuch IT. 
Schwarzes Kaninchen 2500 g. Gelbes Kaninchen 2600 g. 

R-F H-F R-F H-F 
Vor der Operation —0,08 | —0,06 | Vor der Operation | — 0,03 | — 0,15 
| > —016 +0,04 ds Se ‘ || —0,02 —0,23 
no» " — 0,07 — » - | +015 + 0,26 

7 ve ‘ || — 0,06 
Unterbindung. Unterbindung. 

Nach 2 Tagen. . +0,32 +0,07 | Nach 2Tagen. . +047 + 0,08 

aT eis +0,26 + 0.38 5 OPS as 2 ee —_ 
> eo) ae +039 +0,14 » 8 » «.. | +0,57 | + 0,25 
are +041 +0,18 » 19 , .. || —0,07 | + 0,04 


Im ersten Versuch sehen wir ein Anwachsen der Proteasewirkung 
des Serums nach Gangunterbindung, und zwar sowohl gegeniiber dem 
Rinderfibrin wie dem Hammelfibrin, im zweiten Versuch nur gegeniiber 
dem Rinderfibrin. In beiden Versuchen ist aber der Zuwachs an Protease 
so gering, daB ich nicht annehmen méchte, daB er von dem im Blute 
kreisenden Pankreassaft herriihrt. Denn dann miBte die Wirkung eine 
viel stairkere sein. Dagegen spricht auch, daB in dem zweiten Versuch 
nach der Unterbindung keine staérkere Wirkung als vorher zu erkennen 
war. Wenn aber wirklich die Pankreasprotease hier eine Rolle spielte, 


5* 
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dann hatten die Ausschlige viel gréBer sein miissen. Es spricht auch, 
ferner dagegen, daB in zwei weiteren Versuchen an anderen Kaninchen 
iiberhaupt jedes Stirkerwerden der Proteasewirkung des Serums nac}) 
Unterbindung vermi8t wurde. Wir méchten also glauben, daB an der im 
Serum enthaltenen Protease das Pankreas nicht besonders beteiligt ist, 
jedenfalls nicht in staérkerem MaBe als irgendein anderes Organ. 


Zusammenfassung, 


1. Menschliches Serum ist zwar imstande, tierisches Fibrin in 
geringem Umfange abzubauen, dagegen nicht befahigt, menschliches 
Fibrin anzugreifen. 


2. Serum von Carcinomkranken und von Luetikern ist ebenfalls 
nicht imstande, Fibrin, das vom normalen Menschen stammt, abzubauen ; 
es zeigt auch tierischem Fibrin gegeniiber keine gréBere Wirkung als 
Serum von normalen Individuen. 


3. Unterbindung des Pankreasganges beim Kaninchen fihrt oft, 
aber nicht in allen Fallen, zu einer Steigerung der Serumprotease, 
doch bewegt sich der Fermentzuwachs nur in sehr maBigen Grenzen. 
Es wird daraus gefolgert, daB, wenn das Pankreas als Quelle fiir die 
Serumprotease iiberhaupt in Frage kommt, es vor den anderen protease- 
liefernden Organen keine bevorzugte Stellung einnimmt. 
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Uber die Anwendung der Methodik yon Folin 
zur Aminostickstoffbestimmung in 0,2 cem Blut. 


Von 


S. A. Poworinskaja. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts zum Schutze der 
Gesundheit der Kinder und Jugendlichen zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Fiir unsere Arbeiten war es erforderlich, den Blut-Aminostickstoff 
wahrend drei Stunden mit kleinen Zeitzwischenraumen (5, 15, 30, 45, 60, 
90, 120, 150 und 180 Minuten) zu bestimmen. Da es beschwerlich ist, 
die erforderliche Blutmenge (1 ccm fiir jede Bestimmung) wiederholt 
nach 5 und 15 Minuten doppelt (parallele Bestimmungen) zu entnehmen, 
konnten wir die Methoden von van Slyke oder Folin nicht unverandert 
anwenden. Zudem wurde bestandig demselben Kinde gleichzeitig noch 
fiir andere Zwecke Blut entnommen. Aus diesen Griinden beschlossen 
wir, die Methode von Folin mit kleineren Blutmengen auszufihren, 
die sich leicht dem Finger entnehmen lassen. Wir versuchten, uns auf 
0,2 cem Blut aus der Fingerbeere zu beschrinken. Indem wir auf diese 
Weise die Blutmenge auf ein Fiinftel verminderten, verminderten wir 
auch die Menge der von dieser Methodik beanspruchten Reagenzien auf 
ein Fiinftel. 

Methodik und Reagenzienherstellung entsprechen genau der Folin schen 
Technik: 1. Standardlésung aus Glykokoll nach Folin (0,0375 g in 100 cem 
n/l10 HCl), 2. Sodalésung, 50 ccm ungefaihr gesattigter Lésung (20%) 
werden auf 500ccem verdiinnt. Die Carbonatlésung muB durch Titrieren 
mit Methylrot als Indikator so eingestellt werden, daB 8 5ccm 20 cem 
n/10 HCl entsprechen. Dann ist die Lésung ungefihr 1%ig. 3. Naphtho- 
chinon, 0,5 %ige Lésung, frisch (nach Folin) hergestellt. 4. Acetatlésung, 
100 cem 50% ige Essigsiure und 100 cem 5%iges Natriumacetat und 
5. 4% ige Thiosulfatlésung. 

Der Verlauf unserer Bestimmung war folgender: 0,2 cem mittels einer 
Mikropipette entnommenen Blutes wurden in 1,4 cem Wasser iibertragen, 
mit 0,2cem 10%iger Lésung von wolframsaurem Na und 0,2 ccm ?/,n 
H,SO, gefallt und 5 Minuten zentrifugiert. 1 cem der iiberstehenden 
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Fliissigkeit wurde in ein anderes Reagenzglas iibertragen und 1 Tropfe: 


0,5 %ige Phenolphthaleinlédsung und 1 bis 2 Tropfen unserer | %igen Soda 


lésung bis zur Entstehung grellroter Farbung zugefiigt. Die ganze Reagenz 
glasserie soll méglichst auf gleiche Farbstufe gebracht werden. So 
dann werden 0,2cem des frisch gelésten Naphthochinons in_ jedes 
Reagenzglas zugefiigt. Die gut verkorkten Reagenzglaiser werden 19 bis 
30 Stunden lang im Dunkeln aufbewahrt. Ferner kommen in jedes Reagenz- 
glas: 1. 0,2ccm Acetatlésung, 2. 0,2 cem Thiosulfatlésung und 3. 1,4 cem 
Wasser. Dann wird kolorimetriert. 

Wie ersichtlich, betragt die gesamte Fliissigkeitsmenge kaum tiber 
3 cem (ein oder einige Tropfen Carbonatlésung). Wir waren gendtigt, 
nicht mit dem Dubosqueschen Kolorimeter, sondern mit dem von 
Autenrieth zu arbeiten, da ein Mikrokolorimeter uns nicht zur Verfiigung 
stand. So war auch eine ihre Farbe nicht verandernde Flissigkeit 
erforderlich, da es unméglich ist, im Kolorimeter von Autenrieth jede 
Probe mit der Standardlésung (nach Folin) zu kolorimetrieren. Es wurde 
eine konstante Standardlésung aus folgenden Farben hergestellt: 
30 com Methylorange (1: 10000) und 5 cem Karbolfuchsin (1 : 10000). 
Es werden 11 cem dieser Mischung genommen und ein bis zehn Tropfen 
Lackmus (1: 200 in einem offenen GefiB mit Papier itiberdeckt, wenigstens 
eine Woche lang aufbewahrt) und 2 bis 8 com Wasser zugesetzt. Diese 
Flissigkeit wird in den Keil gegossen und mit der ganz genau nach 
Folin hergestellten und verdiinnten Standardlésung verglichen [1,0 ccm 
dieser Standardlésung entspricht 7 mg-°, Aminostickstoff (NH,—N)]. 
Wir geben eine Kurve zur Umrechnung des NH,—N. An der Abszisse : 
die Kolorimeterteilungen; an der Ordinate: mg-°, mit ihnen ent- 
sprechenden Standardmengen. 


com AW 


0 0 20 0 40 50 60 0 WO 
Kalorimetereilungen 


Abb. 1. 


Die Farbe wurde auch der Standardlésung angepaBt. Die erhaltene 
Farbe war der Blut-Aminosaiurefarbung beim Normalgehalt (7 bis 
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8 mg-°,) ganz gleich. Es muBte festgestellt werden, inwiefern der 
Blut-Aminosaéuregehalt der Fingerbeere sich mit dem des vendsen 
Blutes, wo er gewOhnlich bestimmt wird, deckt, und ob unsere Be- 
stimmungen in 0,2 ccm Blut von denen genau nach Folin in 1 cem ge- 
machten abweichen. Zur Klarung dieser Frage stellten wir eine Reihe 
Kontrollversuche an. Gleichzeitig wurde Oxalatblut der Vena cubitalis 
und der Fingerbeere (ohne Oxalat) entnommen. Die Aminosiuren 
wurden in 1,0 und 0,2 cem venésen Blutes und 0,2 ccm der Fingerbeere 
entnommenen Blutes bestimmt. 


Es ergaben sich folgende Werte: 











0,2 aus V. cubit. | 0,2 aus d. Fingerbeere 1,0 aus V. cubit. 
Nr. Datum Teilung mag Teil gen Teil rw 
des Kolori- wags 5 des Kolori- Bu,-s des Kolori- as Ben 
meters mg-°/» meters mg-°}o meters mg-°/ 
1 24. III. 68 7,1 68 7,1 70 7,0 
2 18. V. 54 8,1 54 8,1 56 8,0 
3 18. V. 40 9,1 40 9,1 40 9,1 
4 18. V. 39 9,2 39 9,2 40 9,1 


Wir wollen nicht behaupten, daB der NH,-N-Gehalt des vendsen 
und des der Fingerbeere entnommenen Blutes sich immer voll- 
kommen decken, aber in unseren Kontrollversuchen war es der Fall. 


Zusammenfassung, 


1. Die NH,-N-Bestimmung nach Folin! kann mit 0,2 cem Blut 
ausgefiihrt werden. 

2. Zur Benutzung des Kolorimeters von Autenrieth wird die Zu- 
sammensetzung einer bestandigen, gefarbten Fliissigkeit zur Keilfiillung 
angegeben. 


1 Folin, Manual of biol. Chem. 1923. 





Uber eine einfache kolorimetrische pu-Bestimmungsmethode. 


Von 
E. Herzfeld. 


(Aus dem mediz.-chem. Institut der medizinischen Universitatsklinik 
Ziirich.) 


(Einaegangen am 18. Dezember 1930.) 


Die kolorimetrischen pg-Bestimmungen werden nach zwei grund- 
sitzlich verschiedenen Verfahren ausgefiihrt. Bei dem einen werden 
auBer den Indikatoren noch Pufferlésungen verwendet, deren px durch 
geeignete Mischungen der Pufferbestandteile reguliert sind. Diese 
Puffergemische bilden damit im Versuch eine Serie von Lésungen, 
deren Wasserstoffzahlen aus der Zusammensetzung der Gemische 
bekannt sind. Bei dem zweiten Verfahren sind die Pufferlésungen 
iiberfliissig und der Farbvergleich geschieht mit Hilfe einer Reihe von 
Indikatorlésungen. Es kénnen einfarbige Indikatoren angewendet 
werden, bei welchen die Indikartorenmenge und somit die Farbintensitét 
beliebig geindert werden kann. Bei Anwendung zweifarbiger Indi. 
katoren wird ein Gemisch aus der ,,sauren“ und ,,alkalischen“ Indi- 
‘katorenfarbe, also der Farbton variiert. Die zu beschreibende Methode 
gehért in die zweite Gruppe der Methoden, wobei ohne Puffer gearbeitet 
wird und zweifarbige Indikatoren angewendet werden. 

Die Ausfiihrung einer Bestimmung wird ahnlich vorgenommen 
wie in einem von Bjerrum Arrhenius-Keilkolorimeter, nur wird die 
Mischungskombination der sauren Form des Indikators mit der alkali- 
schen in einem Prazisionskolorimeter (Universalkolorimeter von 
E. Leitz, Wetzlar, Modell 1931) abgelesen. 


Herstellung der Pufferlésungen: 
Sekundares Phosphat! 


Na,HPO,.2H,O 


1 Aus Clark, The Determ., S. 109 und 110. 
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Das Salz mit 2 Molekiilen Kristallwasser wird erhalten, indem die 
gut zerriebenen Kristalle mit 6 bzw. 12 Mol. Wasser der gewéhnlichen 
\tmosphire etwa 2 Wochen lang ausgesetzt werden. Michaelis empfiehlt 
das Salz noch fiir lbis 2 Tage in den Brutschrank bei 36 bis 38° C zu stellen. 
Das Salz soll sich klar in Wasser lésen und keine Spuren von Chlorid oder 
Sulfat enthalten. Beim Vergliihen soll das Salz 25,28 + 0,1 °% Gewichts- 
verlust erleiden. 

Citronensaure ! 


C,H,0,. H,O— 


Die Saéure soll sich klar in Wasser lésen, kein Chlorid und Sulfat ent- 
halten und praktisch aschefrei sein. Beim Trocknen bei 70° C unter 20 bis 
30 mm Druck soll die Séure farblos bleiben und 8,58 bis 0,1% an Gewicht 
verlieren. Der Sauregrad der Citronensiure wird durch Titration mit 
0,2n Barytlauge mit Phenolphthalein als Indikator bestimmt. Es wird 
bis auf ein deutliches Rot titriert. (Zitiert nach Mislowitzer.) 

Eine Reihe von kolorimetrischen Methoden, bei welchen ebenfalls 
ohne Puffer, mit zweifarbigen Indikatoren gearbeitet wird, sind von E. M islo- 
witzer in seinem Buche ,,Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration 
von Fliissigkeiten‘‘, Berlin 1928, ausfiihrlich beschrieben. 


Me. Ilwaines Gemische. 








pa «2 MNagHPO, citronensture| py? ™ Nas HPO, citronensiure 
ecm ecem cem ecm 
2.2 0.40 19,60 5,2 10,72 9.28 
2,4 1,24 18,76 5.4 11,15 8,85 
2'6 218 17,82 5,6 11.60 8.40 
2.8 3,17 16,83 5.8 12.09 7,91 
3.0 411 15,89 6,0 12°63 737 
3.2 4.94 15,06 6.2 13.29 6.78 
3.4 5,70 14,30 64 1385 6.15 
36 6.44 13.56 6.6 14.55 5.45 
3,8 7,10 12,99 6,8 15,45 4,55 
4,0 771 1229 70 16.47 3.53 
42 8:28 11.72 72 17.39 261 
44 8,82 11,18 7.4 18,17 1.83 
46 9,35 10,65 76 18.73 1.27 
4.8 9.86 10,14 78 19.15 0,85 
5,0 10,30 9.70 8.0 19.45 0.55 


Weitere Puffergemische von px 7.8 bis 10,0 stellt man aus Borséure, 
Kaliumchlorid mit. Natronlauge wie folgt her: 


m/5 Borséure, m/5 Kaliumchlorid. 


Borséure soll einige Male aus destilliertem Wasser umkristallisiert 
werden. Sie soll in diinner Schicht zwischen Filtrierpapier lufttrocken 
gemacht werden. Die Gewichtskonstanz wird in einem Exsikkator mit 
CaCl, erreicht. Die Saure muB in dem Exsikkator in diinner Schicht liegen. 

Dann wird eine Lésung von 12,4048 g Borsiure und 14,912 g Kalium- 
chlorid in 1 Liter Wasser hergestellt. 


1 Aus Clark, The Determ., S. 109 und 110. 





E. Herzfeld: 


(KCl wird hinzugegeben, damit die Salzkonzentration der des Phosphat 
gemisches entspricht und dieselben py dieser Gemische nach Zusatz eines 
Indikators auch genau dieselbe Farbe aufweisen.) 


m/5 Natronlauge. 


Diese Lésung ist am schwierigsten herzustellen, da sie so wenig wie 
moéglich Carbonat enthalten soll. Lése 100g reinstes NaOH in 100 ccm 
destilliertem Wasser in einem Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas und lasse 
den mit Stanniol bedeckten Kolben iiber Nacht stehen, bis sich das Carbonat 
abgesetzt hat. Dann filtriere die Lauge vorsichtig durch einen Biichner- 
trichter mit einem besonders praparierten, geharteten Filterpapier, das 
gut anliegen muB. Zum Zwecke der Préparation wird das Papier zunichst 
mit warmer, konzentrierter Natronlauge (1:1) behandelt. Nach wenigen 
Minuten wird die Lauge abgegossen und das Papier erst mit absolutem 
Alkohol, dann mit verdiinntem Alkohol und schlieBlich mit destilliertem 
Wasser gewaschen. Dann wird durch Saugen auf dem Biichnertrichter der 
gr6Bte Teil des Wassers entfernt; das Papier darf aber nicht ganz trocken 
werden. Durch das Filter wird nun die Lauge zum Entfernen des Natrium 
carbonats filtriert. Das klare Laugenfiltrat wird dann nach roher Schatzung 
schnell zu einer ungefaihr m/l Konzentration verdiinnt. Eine Probe dieser 
Verdiinnung wird mit n HCl titriert und aus den erhaltenen Werten die 
Verdiinnung zu m/5 oder m/10 ausgefiihrt. Dabei soll die Lésung so wenig 
wie méglich der Luft ausgesetzt sein. Die endgiiltige Lésung wird in eine 
paraffinierte Flasche gefiillt, an die eine mit einem Natronkalkrohr ab- 
geschlossene 5(0-ccm-Biirette angeschlossen ist. Durch Uberdruck wird 
die Lauge in die Biirette getrieben. 


Ohne Filtration erreicht man mit der Methode von Sérensen ebenfalls 
eine carbonatfreie Lauge. 


250g .,Natriumhydroxyd aus Natrium‘t (Kaklbawm) werden mit 
300 ccm Wasser in einem engen, mit Glasst6épsel versehenen Zylinder 
gelést. In dieser konzentrierten Lauge ist Na,CO, véllig unléslich; es setzt 
sich in einigen Tagen am Boden ab. Nach dieser Zeit wird von der Lauge 
etwas abpipettiert, in eine Woulffsche Flasche gebracht und mit CQ,- 
freiem Wasser verdiinnt. Stimmt der Titer nicht ganz genau, so rechne 
man lieber mit einem Faktor, als daB man wiederholt Lauge oder Wasser 
zufiigt. 


Borsdure, K Cl-NaO H-Gemische. 





nm wre ecm m/5 NaOH auf 200 ccm 
ecm m/5 H; BO, m/o KCl aufgefillt 
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Mit der oben beschriebenen Reihe von Puffergemischen, von 
pu 2,2 bis 10,0 wurden folgende Indikatoren kolorimetrisch eingestellt. 

1. Methylorange in 0,1°%,iger wisseriger Lésung, zu 100 ccm 
Pufferlésung figt man 3 ccm Indikator. 

2. Bromkresolgriin. 0,1 g plus 14,5 cem m/100 NaOH plus 52 cem 
Alkohol aufgefillt bis 250cem mit Wasser, zu 100 ccm Pufferlésung 
fiigt man 3ccem Indikator. 

3. Methylrot. 0,1 g plus 37 cem m/100 NaOH plus 52 cem Alkohol, 
auffiillen mit Wasser bis 250 cem, zu 100ccem Pufferlésung fiigt man 
2cem Indikator. 

4. Bromthymolblau. 0,1 g plus 16ccm m/100 NaOH plus 52 ccm 
Alkohol, auffiillen mit Wasser bis 250cem, zu 100 ccm Pufferlésung 
fiigt man 3 ccm Indikator. 

5. Kresolrot. 0,1 g plus 26,3 cem m/100 NaOH plus 52 cem Alkohol, 
auffiillen mit Wasser bis 250 ccm, zu 100 ccm Pufferiésung fiigt man 
2cem Indikator. 

6. Phenolsulfophthalein in 0,1 °,iger wasseriger Lésung, zu 100 cem 
Pufferlésung fiigt man 2 cem Indikator. 

7. Phenolrot. 0,1 g plus 28,5cem m/100 Natronlauge plus 52 ccm 
Alkohol, auffiillen mit Wasser bis 250 ccm, zu 100 ccm Pufferlésung 
fiigt man 3ccm Indikator. 

Die kolorimetrische Einstellung obiger Indikatoren mit Hilfe der 
Pufferlésungen erfolgt einzeln, von px 2,2 bis 10,0. Es werden jeweils 
100 cem der Pufferlésung mit der angegebenen Menge vom Indikator 
(z. B. Methylorange 3ccm) vermischt und die gefairbte Mischung in 
etwa drei Teile geteilt. Vom ersten Teile fiillt man den unteren linken 
Eintauchbecher des Kolorimeters (nur so weit, da beim vélligen 
Herunterschrauben des Eintauchstabes die Fliissigkeit nicht tiberlauft). 
Der zweite Teil wird mit einigen Tropfen konzentrierter Salzsaiure 
angesauert und davon die nétige Menge in den rechten oberen Eintauch- 
becher gefiillt. Der dritte Teil wird mit einigen Tropfen starker Lauge 
alkalisiert und damit der untere rechte Eintauchbecher beschickt. 
Den oberen linken Eintauchbecher versieht man schlieBlich mit destil- 
liertem Wasser. Um die Beleuchtung der Gesichtsfelder durch den 
Spiegel gleichmaBig einzustellen und gleichzeitig die an den Eintauch- 
stiben anhaftenden Luftblasen zu entfernen, werden vor allem alle 
vier Eintauchstébe bis zum Nullpunkt heruntergeschraubt. Hierauf 
stellt man im unteren linken Eintauchbecher die Schichtdicke der 
Farblésung auf 10 mm ein und mischt (durch geeignete Veranderung 
der Schichtdicken) im rechten oberen und unteren Eintauchbecher 
die sauren und alkalischen ,,Extremfarben“ so lange, bis véllige Farb- 
gleichheit erreicht ist. Dasselbe wird bei einer Einstellung von 20 mm 
und auch bei 30 mm wiederholt, und die Mittelwerte der erhaltenen 
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Ablesung auf 10 mm umgerechnet. In nebenstehender Tabelle sind die 
so erhaltenen kolorimetrischen Mittelwerte zusammengefaBt und auf 
eine Schichtdicke von 10 mm der zu priifenden Lésung bezogen. 

Die Bestimmung von px einer beliebigen Flissigkeit, auch solcher mit 
Ligenfdrbung (Urin, Blutserum, Punktate usw.) kann mit Hilfe oben 
beschriebener Einrichtung ohne weiteres bewerkstelligt werden. Man 
versetzt z.B. 100cem Urin mit der vorgeschriebenen Menge eines 
geeigneten der oben angefiihrten Indikatoren, vermischt, teilt die 
Mischung in etwa drei Teile, erzeugt die sauren und alkalischen Kom- 
ponenten und verfahrt wie oben beschrieben. Werden z. B. 100 cem 
Urin mit 3cem Bromthymolblau vermischt und bei 10 mm Einstellung 
des Urins im sauren Anteil 8,8, im alkalischen 1,4 mm bei Farben- 
gleichheit gefunden, so entspricht dies nach der Tabelle einem px von 5,8. 

Die dem Kolorimeter beigegebenen Mikrobecher erméglichen auch 
die Untersuchung von kleineren Fliissigkeitsmengen, bis zu etwa 3 cem. 

Die oben beschriebene Versuchsanordnung erméglicht eine ganz 
vorzigliche Kompensation der Eigenfarbe, auch z. B. bei bilirubin- 
haltigen Urinen, welche beim Zufiigen der konzentrierten Salzsaure 
auch ohne Indikator eine griinliche Farbe erzeugen; es kann solche 
Farbung leicht kompensiert werden. Man versetzt eine Urinprobe 
anstatt des Indikators mit der gleichen Menge destillierten Wassers, 
vermischt, fiigt die konzentrierte Salzsdure hinzu und fiillt diese gefarbte 
Flissigkeit in den linken oberen Eintauchbecher des Kolorimeters 
(anstatt Wasser); dadurch kann bei geeigneter Schichtdicke dem durch 
den Indikator gefarbten Urin auch noch die mit Salzsiure erzeugte 
(sekundare) Farbung verliehen werden. 


Uber eine neue nephelometrische und tyndallmetrische Methode. 


Von 


E. Herzfeld. 


(Aus dem mediz.-chem. Institut der medizinischen Universitatsklinik 
Ziirich. ) 
(EBingegangen am 18. Dezember 1930.) 


Bei den bisherigen Methoden der Nephelometrie werden zwei 
gleichmaBig, von der Seite beleuchtete Réhrchen, welche die opal- 
eszierende bzw. triibe Fliissigkeit enthalten, in der Richtung der Réhren- 
achse beobachtet. Von der Fliissigkeitsh6he der Réhren kénnen mittels 
meBbar verschiebbaren Rohrblenden, verschieden groBe Teile fiir die 
seitliche Beleuchtung freigegeben werden und die Helligkeit des oben 
heraustretenden Opaleszenzlichtes wachst mit der freien Héhe. 

Die Grundbedingung, um exakte Resultate zu erhalten, ist aber nach 
Kleinmann', daB nur Lésungen mit gleicher TeilchengréBe verglichen werden. 
Die Empfindlichkeit der nephelometrischen Methoden kann eine auBer- 
ordentlich groBe sein, wenn man die optimalen Triibungen mit bestimmten 
Reagenzien herstellt, so kann man z. B. bei Wasseruntersuchungen N H, 
noch in einer Verdiinnung 1: 160 . 10® nachweisen. 

Neuerdings beschreibt F.L. Hahn? ein neues Prinzip, welches auf 
.gleichzeitiger Beleuchtung einer getriibten Fliissigkeitssiule mit durch- 
fallendem und auffallendem Licht beruht. Das durchfallende Licht soll 
hierbei von anderer Farbe (am besten komplementar) sein als das seitlich 
auffallende. Der Farbton des austretenden Lichtes hangt vom Triibungs- 
grad der zu priifenden Gegenstéinde ab. In Bariumsulfattriibungen sind 
Unterschiede von 10% als nachweisbar angegeben. 

Nachdem die seitliche Beleuchtung mit kiinstlichem Licht vor- 
genommen wird, kénnen bei Anwesenheit von Kolloidgemischen mit 
verschiedenem Dispersititsgrad Triibungen auftreten, welche _ bei 
gewohnlichem diffusem Licht (Tageslicht) nicht erkennbar sind. Aus 
diesem Grunde erscheint es zweckmdfig, die schon im Tageslicht sicht- 
baren Triibungen getrennt von denjenigen mit kiinstlichem (Opaleszenz- 


1 Kolloidzeitschr. 27, 236, 1920; s. auch Schirmann, Nephelometer in 
Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. II, Lieferung 205, 192%. 
2 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 1543, 1930. 
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licht) hervorgerufenen, zu messen. Die erste Art, Messungen im diffusen 
Licht (Tageslicht), gehért in die Gruppe der eigentlichen Nephelometrie. 
Die zweite Art aber, bei welcher in bei Tageslicht an sich klar und 
durchsichtig erscheinenden Fliissigkeiten, mit kiinstlichen Lichtquellen 
(Bogenlampen) Triibungen bzw. Tyndallkegel erzeugt werden, gehért 
in die Gruppe der T yndallmetrie. 

Es gelingt auch, obige getrennte Untersuchungen unter Aus- 
schaltung der beiden Fehlerquellen sehr einfach dadurch auszufiihren, 
daB man das Universalkolorimeter von EF. Leitz (Modell 1931) mit 
einigen Handgriffen umgestaltet. In den einen unteren Eintauchbecher 
des Kolorimeters bringt man einen Glasstab mit konstanter Triibung, 
in den anderen Eintauchbecher die triibe Fliissigkeit; die Beleuchtung 
erfolgt mit Tageslicht von unten durch den Spiegel; eine etwaige Eigen- 
farbe der triiben Flissigkeit kann mit einer geeigneten. gefirbten 
Lésung (z. B. n/100 Jod- oder n/100 Bichromatlésung) kompensiert 
werden. Im oberen Eintauchbecher tiber dem Glasstab kann durch 
geeignete Verinderung der Schichtdicken einer solchen Farblésung 
dem Vergleichsstab die gleiche Farbennuance verlicehen werden, wie 
die triibe Flissigkeit sie besitzt. Diese Anordnung erméglicht daher 
auch die Bestimmung einer ,,Farbzahl“ der triiben Fliissigkeit. 

Will man in an sich klar durchsichtigen (bei Tageslicht) kolloiden 
Lésungen die Intensitét des mit Bogenlampe erzeugten Tyndallkegels 
bestimmen, so geht man in folgender Weise vor: 

Man entfernt die beiden unteren Eintauchbecher, ]4Bt die zu ihnen 
gehérenden beiden Eintauchstabe am Apparat (die Stabe wirken wie 
Linsen), stellt die beiden Behalter in die passenden Lécher, bringt 
in den einen Behalter einen Glasstab mit konstanter Triibung, in den 
anderen Behalter aber die zu untersuchende Lésung. Hierauf schiebt 
man einen Prismenansatz (mit Schwalbenschwanzfiihrung und Klemm- 
schraube ausgestattet) ein, bei welchem die Spaltéffnung mittels Zahn- 
trieb verstellbar ist und die Einstellung in einem rechteckigen Spiegel 
an Millimeterskalen mit Nonien auf 0,1 mm genau abgelesen werden 
kann. Der Ansatz kann mit Hilfe einer kurzen Réhre mit der Linse 
der Bogenlampe leicht verbunden werden. Die Bogenlampe beleuchtet 
gleichmaBig beide Behalter mit Glasstab bzw. zu untersuchender 
Lésung von der Seite und erzeugt in beiden Medien einen deutlichen 
Tyndallkegel. Die maximale Fensteréffnung betrigt 25mm und 
kann bis auf Minimum 0,1 mm vermindert werden. Je nach der GréBe 
dieser Spaltéffnung kann die gewiinschte Schichtdicke des Tyndall- 
kegels geindert werden. Das Aufleuchten dieser Tyndallkegel ver- 
schiedener Schichtdicke erzeugt, vom Kolorimeterokular beobachtet, 
verschiedene Helligkeiten, welche vom Prismenansatz nach oben 
reflektiert werden. Um verschiedene Farbennuancen auch bei diesen 
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Ablesungen ausschalten zu kénnen, versieht man den oberen Eintauc!- 
becher tiber dem Glaskérper mit einer geeigneten, bekannten Far}. 
lésung, in den anderen Eintauchbecher fillt man Wasser und verandert 
die Schichtdicke der Farblésung so lange, bis dem Glasstab die gleiche 
Farbennuance verliehen worden ist. 

Beleuchtet man z. B. mit der Bogenlampe eine 0,1 °,ige Chinin- 
sulfatlésung und einen triiben Glasstab nebeneinander, so kann man 
von oben bei veranderten Fensteréffnungen bzw. entsprechenden 
Schichtdicken der Tyndallkegel, verschiedene Helligkeiten nebst einer 
blauen Farbe feststellen. 

Fillt man in den oberen Eintauchbecher iiber dem Glasstab eine 
0,05 °,ige Methylenblaulésung, in den anderen Eintauchbecher daneben 
destilliertes Wasser, so kann man dem Glasstab die gleiche blaue Farben- 
nuance, wie sie die Chininsulfatlésung zeigt, verleihen. Liest man die 
Schichtdicke der Methylenblaulésung bei Nuancengleichheit ab, so 
gibt dieser Wert die Farbzahl] der Chininsulfatlésung an, wobei auch 
noch die Intensitaét des Tyndallkegels, wie oben beschrieben, mit dem 
geeichten Glasstab meBbar ist. 

Fliissigkeiten, in welchen neben dem erzeugten Tyndallkegel nur 
eine geringe, oder gar keine Eigenfarbe sichtbar ist, kénnen direkt, 
ohne Zuhilfenahme der oberen Eintauchbecher untersucht werden. 
So erfolgt z. B. die Lichung eines Glaskérpers mit schwacher Triibung 
auf P,O; in folgender Weise: Man bringt in einen 50 com-MeBkolben 
0,02 mg P,O,, fiigt 10 ccm destilliertes Wasser hinzu, hierauf 10 ccm 
einer Salpeterséure 1:3, vermischt, erganzt bis 45ccm mit Wasser, 
versetzt die Fliissigkeit mit 2ccm Strychninmolybdansaurereagens, 
vermischt, fillt mit Wasser bis 50 ccm auf und JaBt 20 Minuten stehen, 
bis das Triibungsoptimum erreicht ist (siehe Kleinmann). Diese Lésung 
fillt man in den einen Behalter, im anderen Behialter befindet sich 
‘der Glaskérper mit schwacher Triibung. Bei seitlicher Beleuchtung 
mit der Bogenlampe zeigt sich Gleichheit der beiden Tyndallkegel 
bei einer Schichtdicke von 25mm im Glaskérper und 4mm in der 
P, O,-Lésung, d. h. der Glaskorper entspricht einer 6,25 mal so schwachen 
Lésung, wie die bekannte P,O;-Lésung enthalt, oder, mit anderen 
Worten, 50 ccm der Glasmasse zeigen die gleiche Triibung wie 0,0032 mg 
P,O, in 50 ccm. 

Ahnlich ist es auch méglich, einen Uranglaskérper auf Urobilin 
zu eichen. Reines Urobilin wird aus urobilinreichen Stihlen durch 
wiederholte Extraktion (in der Kalte) mit etwa der fiinf- bis sechsfachen 
Menge absoluten Alkohols hergestellt, filtriert, mit Ather gefallt, noch- 
mals in absolutem Alkohol gelést und mit Ather gefallt und dieser 
Vorgang so oft wiederholt, bis ein braunlicher Riickstand erhalten wird, 
welcher klar in absolutem Alkohol léslich ist und in absolut alkoholischer 
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Zinkacetatlésung konstante Fluoreszenz zeigt. Man fillt in den einen 
Behalter des Apparats die fluoreszierende Lésung, stellt in den anderen 
Behalter den fluoreszierenden Glasstab und vergleicht bei verschiedenen 
Fenster6ffnungen die Schichtdicken der Tyndallkegel. Ein solcher 
UVranglaskérper entspricht einer Urobilinmenge von 0,12 mg pro Kubik- 
centimeter. Die Fluoreszenz im Uranglaskérper ist mit derjenigen in 
der Urobilinlésung fast véllig identisch. Eine Kompensierung von 
Farbennuancen ist nicht notwendig. Es gelingt auch mit einem solchen 
geeichten Uranglaskérper eine leichter als Urobilin erhaltliche Fluor- 
eszeinlésung in folgender Weise zu eichen: Man lést 100 mg Fluor- 
eszein in 100 ccm absolutem Alkohol, bringt von dieser Lésung 1 cem 
= 1 mg in einen 100-ccem-MeBkolben und fiillt mit destilliertem Wasser 
bis 100 cem auf. Auch diese fluoreszierende Lésung l4Bt sich mit der 
Fluoreszenz des Uranglaskérpers leicht vergleichen. Bei der Einstellung 
der Schichtdicken der Tyndallkegel entspricht 1mm im Glaskérper 
= 2mm in der Lésung. Demzufolge entspricht 1 com der Fluoreszein- 
lésung 0,06 mg Urobilin, da doch der Glaskérper pro Kubikzentimeter 
= 0,12 mg ist. Eine solche Fluoreszeinlésung kann demnach zur 
Kichung von Uranglaskérpern auf Urobilin verwendet werden. 

Tauscht man bei der Bogenlampe die Glaslinse mit einer Quarzlinse 
um, so lassen sich in der oben geschilderten Weise auch Lumineszenz- 
messungen durchfiihren. Die diesbeziiglichen Versuche sind noch im 
Gange. 

Zum SchluB sei noch auf im Gange befindliche Untersuchungen 
hingewiesen, welche neue Méglichkeiten fiir die Fermentforschung 
eréffnen. 

1. Als erste Stufe der Hydrolyse von Polypeptiden und Poly- 
sacchariden die Messung der ,, losenden“ bzw. kolloid verteilenden W irkung 
von Fermenten. So z. B. werden Fibrinflocken in Pepsinsalzsiure ge- 
bracht, einzelne Proben von Zeit zu Zeit zentrifugiert und die Intensitat 
vom Tyndallkegel der entstandenen kolloiden EiweiBlésung gepriift. 

2. Messung der zweiten Stufe der Abbauwirkung hydrolytischer 
Fermente. Hierbei wird in den Proben von Zeit zu Zeit die Abnahme 
der Intensitét vom Tyndallkegel festgestellt, wobei die kolloiden Poly- 
peptide und Polysaccharide in molekulargeléste Bausteine zerfallen. 
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Uber die Beziehungen der Harnzusammensetzung 
zum Siure-Basenhaushalt. I. 


Von 


S. M. Neuschlosz. 


(Aus dem Zentraluntersuchungslaboratorium der Medizinischen Fakultat 
in Rosario de Sta. Fé, Argentinien.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es gibt wohl wenige Probleme der Physiologie und Pathologie, 
die in den letzten Jahren eine so intensive Bearbeitung erfahren hatten, 
wie der Saéure-Basehaushalt und seine Stérungen. Da8 die haupt- 
sichlichsten Organe, die an der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts 
zwischen sauren und basischen Elementen im Organismus und nament- 
lich im Blute teilnehmen, die Lungen und die Nieren sind, ist bereits 
seit langem bekannt und einwandfrei erhartet. Auch der Mechanismus, 
mit dem die Atmung in die Regulierung der Wasserstoffionen- 
konzentration im Blute eingreift, kann als im wesentlichen geklart 
angesehen werden!. Die diesbeziigliche Funktion der Nieren ist jedoch 
‘wesentlich weniger bekannt, und ihr feinerer Mechanismus fast in 
viélliges Dunkel gehillt. Wir wissen zwar, daB die Nieren je nach Bedarf 
einen mehr oder weniger sauren oder auch leicht alkalischen Harn zu 
bereiten imstande sind, des weiteren, dab fiir die Reaktion des Harns 
in erster Reihe das Verhaltnis der primaéren und sekundaren Phosphate 
maBgebend ist und schlieBlich, daB der Ammoniakgehalt des Harns 
irgendwie mit seinem Saéuregrad zusammenhangt, doch ist das eigentliche 
Wesen dieser Zusammenhainge und namentlich der Mechanismus der 
mit ihnen verbundenen Nierenfunktionen unbekannt. Einen Beitrag 
zur Kenntnis dieser Beziehungen sollen die hier zu besprechenden 
Untersuchungen liefern. 


1 Siehe diesbeziiglich z.B. die zusammenfassende Darstellung vou 
R. Gesell, Ergebn. d. Physiol. 28, 340, 1929. 
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Die Aufgabe der Nieren innerhalb des Saure-Basenhaushalts besteht 
offenbar in der Ausscheidung jedes Uberschusses an Sauren oder Basen, 
der in den Organismus entweder mit der Nahrung eingefiihrt worden 
ist oder daselbst im Laufe des Stoffwechsels entstand. Da jedoch die 
Nieren Séuren und Basen mit Ausnahme des Kreatinins und einiger 
sehr schwacher organischer Sauren niemals in freier Form ausscheiden, 
miissen dieselben erst neutralisiert werden. Die Neutralisierung eines 
eventuell vorhandenen Baseniiberschusses erfolgt wohl immer ohne 
Schwierigkeiten, da Sauren im Laufe des Stoffwechsels immer und 
iiberall leicht entstehen. Anders verhalt es sich aber mit dem viel 
hiufigeren Falle des Sauretiberschusses. Sauren kénnen durch den 
Organismus — wie bekannt — auf zweierlei Arten neutralisiert werden, 
entweder durch die Bildung von Ammoniak in den Nieren, oder durch 
die Abgabe fixer Alkalien. Die Folgen dieser beiden Arten der Neutrali- 
sation miissen sowohl fiir den Organismus, wie auch fiir die Harnreaktion 
offenbar verschiedene Folgen haben, auf die wir weiter unten noch 
zuruckkommen werden. Hier sei nur noch darauf hingewiesen, daB 
die im Stoffwechsel —- und zwar im normalen, wie im pathologischen — 
entstehenden Saéuren mit Ausnahme der Schwefelséiure schwache 
Sauren sind und es sich bei der Nierenregulation daher vorwiegend um 
die Neutralisation dieser letzteren handelt. 

Wie bereits erwahnt, sind es namentlich zwei Ionenarten, die mit 
der Wasserstoffionenkonzentration des Harns in Beziehung zu stehen 
scheinen, namlich einerseits die Phosphate, d.h. die Ionen H,PO; 
und HPOj, andererseits das Ammoniak, d.h. das Ion NH,. Auf 
die Bedeutung der Phosphate fiir die Harnaziditét ist wohl zum ersten 
Male von Henderson und Spiro! hingewiesen worden. Nach diesen 
Autoren mu der Harn im wesentlichen als ein Puffergemisch an- 
gesehen werden, welches aus primarem und sekundarem Alkaliphosphat 
besteht. In solchen Gemischen ist die Wasserstoffionenkonzentration 
bekanntlich : 

A= hf Pi , 

P2 
wobei h die Wasserstoffionenkonzentration, oder nach den _ ent- 
sprechenden neueren Anschauungen eigentlich die Wasserstoffionen- 
aktivitdt, p, und p, die jeweiligen Konzentrationen an primaren bzw. 
sekundiren Phosphaten und k die zweite Dissoziationskonstante der 
Phosphorsaéure bedeutet. Nach Henderson? kann man auch dement- 
sprechend mit Hilfe obiger Gleichung die Wasserstoffionenkonzentration 
des Harns aus dem Verhiltnis beider Phosphate berechnen. Es ist 


1 Henderson u. Spiro, diese Zeitschr. 15, 105, 1909. 
* Henderson, Amer. Journ. of Phys. 21, 427, 1909. 
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selbstverstandlich, daB man hierzu auch den jeweiligen Wert fiir / 
kennen mu, und dieser Wert ist, wie wir jetzt wissen, ziemlich ver- 
anderlich. Es handelt sich doch hierbei um die auf die lonenkonzentratioy, 
des Harns reduzierte Dissoziationskonstante, deren GréBe nicht allein 
von der Konzentration der Phosphate selbst, sondern auch von de1 
aller ibrigen im Harn enthaltenen Ionenarten abhangt?. 

Die allgemein angewandte Theorie der Puffergemische bezieht 
sich, wie bekannt, auf den Fall von Lésungen, in denen sich eine schwache 
Sdure in Gegenwart einer ihrer mit einer starken Base gebildeten Salze. 
oder aber eine schwache Base mit einem ihrer mit einer starken Sdur: 
gebildeten Salze befindet. Auch die genannten Ausfiihrungen Hendersons 
beruhen auf der Annahme, daB die Phosphate des Harns Salze starke: 
Basen seien. Wie weit nun diese Annahme wirklich zu Recht besteht. 
ist aber meines Wissens nach weder von Henderson noch von den anderen 
Autoren, die sich nach ihm mit dieser Frage beschaftigt haben, jemals 
gepriift worden. Und doch ist anzunehmen, dab, wenn in einem 
Phosphatpuffergemisch z. B. eine gewisse Anzahl Na-lonen durch 
eine aquivalente Menge NH, -Ionen ersetzt wird, dies nicht ohne Einflu’ 
auf die Wasserstoffionenkonzentration der Lésung bleiben wird, da 
doch die Aktivitaéts- und Hydrolyseverhaltnisse der Ammoniumsalze 
andere sein kénnen als die der entsprechenden Natriumsalze. Dab 
sich ein diesen Erwartungen entsprechender Effekt im Harn tatsachlich 
nachweisen liBt, wird weiter unten gezeigt werden. 

Und damit gelangen wir auch zu dem zweiten oben erwahnten 
Punkte: der Rolle des Ammoniaks bei der Reaktionsregulierung des 
Harns. Da’ Ammoniak zur Neutralisierung von Sauren im tierischen 
Organismus herangezogen wird und daB iiberschiissige Saéuremengen. 
zumindest beim Fleischfresser, vorwiegend als Ammoniumsalze im 
Harn erscheinen, wurde bereits vor mehr als 50 Jahren festgestellt?. 
Der strenge Parallelismus aber, der zwischen Wasserstoffionenkonzen- 
tration und Ammoniakgehalt des Harns besteht, wurde erst von Hassel- 
balch® nachgewiesen. Rafflin* hat den Versuch unternommen, diesen 
Parallelismus mittels folgender mathematischer Formel auszudriicken : 


Pu Ammoniakstickstoff , F 
t+- 1O == @, 
4 8 Gesamtstickstoff ; 


wobei der Wert von & nur Variationen von héchstens 10°, erfahren 
soll. Auf den Sinn dieser Beziehung und auf die Anderungen, die sic 


1 Siehe hierzu z.B. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. 
If. Aufl., 1, 108 bis 110, Berlin 1922. 

2 Walter, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 7, 148, 1877. 

3 Hasselbalch, diese Zeitschr. 74, 18, 1916. 

* Rafflin, C. r. Soc. Biol. 92, 1361 u. 1429, 1905; 96, 265, 1927; Bull. 
Soc. Chim. Biol. 8, 352, 1926. 
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unter pathologischen Bedingungen erfahren kann, wird weiter unten 
noch zurickzukommen sein. 

In ein neues Stadium ist diese Frage gelangt durch den von Nash 
und Benedict! erbrachten Nachweis, daB der Ammoniakgehalt des 
Harns nicht aus dem Blute stammt, wie man friiher annahm, sondern 
auf eine besondere Ammoniak bereitende Tatigkeit der Nieren zuriick- 
vufiihren ist. Hiernach stellt sich die Siureneutralisation durch Ammo- 
niak unmittelbar als eine Nierenfunktion dar und muB demnach bei 
der Betrachtung der Reaktionsregulierung durch die Nieren in den 
Vordergrund der Erérterung gestellt werden. 

Was uns jedoch hier in erster Reihe interessiert, sind die Beziehungen, 
die zwischen den beiden reaktionsregulierenden Systemen des. Harns, 
den Phosphaten einerseits, dem Ammoniak andererseits, bestehen. 
A priori 1aBt sich hiertiber etwa folgendes aussagen. 

Im Harn befinden sich die Kationen starker und schwacher Basen 
neben den Anionen starker und schwacher Séuren. Wenn wir uns zu- 
nichst auf die starken Basen und Sauren beschrinken, so laBt es sich 
feststellen, daB dieselben, zumindest im normalen Menschenharn, in 
annahernd aquivalenten Mengen vorhanden sind. Die in aquivalenten 
Mengen vorhandenen Anionen und Kationen starker Séuren bzw. 
Basen verhalten sich natiirlich wie Neutralsalze und beeinflussen die 
Wasserstoffionenkonzentration nur unerheblich. Diese hangt also 
auBer dem eventuellen kleinen UberschuB an starken Basen oder 
Sauren — im wesentlichen von den schwachen Elektrolyten ab. Unter 
diesen kommen als Basen hauptsdéchlich Ammoniak und Kreatinin, als 
Sauren das Ion H, PO; und die Gesamtheit der im Harn vorkommenden 
organischen Sauren in Frage. Es schien von Interesse, die Beziehungen 
dieser Elemente zueinander und zu der jeweiligen Wasserstoffionen- 
konzentration des Harns zu untersuchen. Hierbei gingen wir von 
folgenden Uberlegungen aus. 

Bei Aquivalenz unter den schwachen Siuren und Basen im Haru 
muB folgende Beziehung erfiillt sein: 


P. + 0O—A+al. 


wobei p, die sekundaren Phosphate, O die Gesamtheit der nicht frei 
vorhandenen organischen Séuren, 4 Ammoniak, C Kreatinin und « den 
Dissoziationsgrad des letzteren bei dem jeweiligen pu des Harns bedeuten. 
Es ist klar, daB die Konzentrationen der verschiedenen Stoffe in einem 
einheitlichen MaBe, etwa in Milliaquivalenten pro Liter, ausgedriickt 
werden miissen. 


' Nash u. Benedict, Journ. of biol. Chem. 48, 463, 1921; 51, 183, 1922; 
69, 381, 1926; ferner Ambard u. Schmid, C. r. de Soc. Biol. 88, 604 u. 864: 
1922: Gottlieb, diese Zeitschr. 194, 163. 1928. 
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Wie ersichtlich, wurden bei diesen Erwagungen die Kohlensaure 
und die Bicarbonate des Harns unberiicksichtigt gelassen. Die Recht- 
fertigung dieses Vorgehens ergibt sich aus folgendem: Da die von uns 
untersuchten Harnproben in unmittelbarer Beriihrung mit der Luft 
standen, war ihr Gehalt an freier Kohlensaure der, der dem Partialdruck 
dieses Gases in der atmospharischen Luft entspricht. Wenn wir nun 
diesen Druck mit 0,3 mm Hg und den Absorptionskoeffizienten der 
Kohlensiure im Harn bei Zimmertemperatur mit etwa 1,0 einsetzen, 
ergibt es sich, daB die freie Kohlenséure im Harn unter den angegebenen 
Bedingungen 0,2 Millimol pro Liter nicht tiberschreitet. Die ent- 
sprechende Konzentration an Bicarbonat ergibt sich dann aus der 
Gleichung: 

y (CO,) 

h 


Aus dem Verhalten ahnlich konzentrierter Salzlésungen laBt sich der 
Wert von k’ (der scheinbaren, reduzierten Dissoziationskonstante der 
Kohlenséiure im Harn) auf etwa 8 . 10~? einschatzen. Hieraus folgt, 
daB der Bicarbonatgehalt von Harnen, die mit der Luft in Beriihrung 
stehen, bei einem pu von 5,8 etwa 0,1 Milliiquivalent, bei pu = 6,8 
1 Milliaquivalent, bei pu = 7,8 10 Milliaquivalent pro Liter betragt. 
Vergleicht man diese Mengen mit denen, in welchen die in unserer 
Gleichung auftretenden Stoffe im Harn vorkommen, so zeigt sich, 
daB der durch die Vernachlassigung der Bicarbonate begangene Fehler 
nur bei stark alkalischen Harnen eine gewisse Bedeutung erlangt. 
Abgesehen von der verhaltnismaBigen Seltenheit derartiger Harne, 
werden wir weiter unten noch zeigen kénnen, daB der hierdurch be- 
gangene Fehler unsere SchluBfolgerungen nicht beeintrachtigt. 

Ein bestehender UberschuB der schwachen Sauren gegeniiber dem 
schwacher Basen muB sich demnach darin auBern, daB der Ausdruck 
der linken Seite obiger Gleichung gréBer wird als der der rechten Seite, 
oder mit anderen Worten, daB der Quotient: 

ee A+al 

j, +0 
kleiner wird als 1. Im entgegengesetzten Falle, also bei Uberschuls 
der schwachen Basen gegeniiber dem schwacher Sauren, muB dem- 
entsprechend Q > 1 sein. Da im Harn von den Basen nur das Kreatinin, 
von den Sauren nur einige wenige organische Sauren in freiem Zustande 
vorkommen kénnen — welchen Umstanden bei der Aufstellung obiger 
Gleichung bereits Rechnung getragen wurde —— geht hieraus hervor, 
daB bei einem Quotienten, der kleiner als 1 ist, ein Teil der schwachen 
Sauren durch starke Basen, bei einem Quotienten der gréBer als 1 ist, 
ein Teil der schwachen Basen durch starke Sauren neutralisiert ist. 


[HCO,] = 
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Die Ermittlung des Quotienten Q ermdglicht also die Feststellung der 
Richtung, in welcher die Nierentdtigkeit jeweils in den Sdure- Base- 
haushalt eingegriffen hat. Denn da Ammoniak und Kreatinin fiir die 
Saureneutralisation innerhalb des Organismus offenbar nicht in Frage 
kommen}, leidet der Kérper nur dann einen Alkaliverlust, wenn mehr 
starke Basen als Sauren ausgeschieden werden, oder mit anderen 
Worten, wenn Q kleiner ist als 1. Umgekehrt bedeutet der Umstand, 
daB Q gréBer als die Einheit wird, daB die Nieren mehr stark saure 
Valenzen ausscheiden als basische und demnach eine Retention von 
fixen Basen stattfindet. 

Diese Uberlegungen lieBen es wiinschenswert erscheinen, die Werte, 
die der Quotient Q unter verschiedenen Bedingungen annimmt, kennen- 
zulernen. Um Q errechnen zu kénnen, miissen in der entsprechenden 
Harnprobe natiirlich die Konzentrationen aller oben angegebenen 
Stoffe ermittelt werden. Die hierzu verwendeten Methoden waren die 
folgenden. 

Die sekundaren Phosphate wurden mittels der titrierbaren Alkali- 
nitét gegeniiber Methylorange bestimmt, die organischen Salze nach 
dem Verfahren von van Slyke und Palmer?, jedoch mit einer fiir unsere 
Zwecke notwendigen Modifikation. Wahrend naimlich die genannte 
Methode zur Bestimmung der Gesamtmenge der organischen Sauren 
dient, kommt fiir unsere Betrachtungen nur jener Anteil dieser Sauren 
in Frage, welcher bei dem jeweiligen pu des Harns nicht frei, sondern 
in Salzform vorhanden ist. Deswegen wurde die erste Titration des mit 
Kalk gefallten und filtrierten Harns nicht, wie die amerikanischen 
Autoren angeben, nur bis zur Entfarbung von Phenolphthalein, sondern 
solange fortgefiihrt, bis die Lésung wieder die urspriingliche H-lIonen- 
konzentration des Harns erlangte. Zu diesem Zwecke wurden zu 25 ccm 
Harnfiltrat 10cem derselben Indikatorlésung hinzugefiigt, die bei 
der pu-Bestimmung des Harns nach Michaelis angewandt worden war. 
Die erste Titrierung mit n/5 HCl wurde hiernach so lange fortgesetzt, 
bis die Lésung dieselbe Farbe aufwies, wie ein Gemisch, das aus 25 ccm 
nativem Harn, 10ccm Indikatorlésung und einer entsprechenden 
Menge Wasser bestand. Erst nachdem diese Farbe erreicht worden 
war, begannen wir mit der zweiten Titration, mit Tropaolin 00 als 
Indikator. Die unter diesen Umstanden ausgefiihrte Titration ergibt 
dann offenbar die im nicht freier Form im Harn vorhandenen organischen 
Sauren, deren Berechnung entsprechend den Angaben der amerikanischen 
Autoren erfolgte. 


! Fiir Ammoniak geht dies aus den oben zitierten Untersuchungen von 
Nash u. Benedict hervor, waihrend Kreatinin beim px des Blutes nur zu 
etwa 0,5% dissoziiert ist, praktisch also als Nichtelektrolyt gelten kann. 

2 van Slyke u. Palmer, Journ. of biol. Chem. 41, 567, 1920; 68, 245, 1926. 
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Tabelle 1. 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 








Gruppenmitte!- 





ittel- Nr. Pu ry po A "ey i) A] Gente 
12 6,25 184 158 326 54 «8331S s«0,68 
$,9) 32 6,25 186 176 288 67 29 0,79 
1,55 73 6,25 124 136 172 142 1938 0.58 
30 6,39 295 354 420 62 248 ~= 0,71 
513 35 6,30 392 344 442 56 242 = «(0,77 asi 
1'39 49 6,30 145 232 «290 68 | (261 «(0,61 |) PH ake 
- 72 6.39 102 130 153 1138 267 0,42 v om 
95 6,30 435 625 600 94 576 0,52 
i 61 6,40 363 507 «414 «4242 354 «0,54 
3,35 79 6,40 135 1388 256 28 412 0,47 
1.1 84 6,40 405 414 353 176 730 = 0,33 
22 6,45 235 270 = 5520 70 735 0,52 
42 6,45 74 158 —s«148 19 151 0,48 
75 6,45 255 310 =. 265 98 377 0,40 
5.51 4 6,50 316 252 422 118 679 0,46 
1.1 7 6,50 102 130 256 80 401 049 
62 6,50 616 1294 757 13838 674 ~= «(0,41 Pu 6,56 
13 6,55 122 177-194 38 296 0,42 Q 0.46 
43 6.55 il 186 144 37 211 «0,37 
19 6.60 153 362 224 99 190 0,42 
59 6.69 513 1248 575 67 274 0,39 
60 6,60 757 1353 899 212 442 0,51 
87 6.60 249 p02 «449)s«d1002'—séi—é‘7HBKOCOO AO 
53 6,70 134 201 206 62 362 0,37 
78 6,70 62 98 152 56 414 0,30 
5.75 80 6,70 72 149-114 36 309 0,25 
101 82 6.70 42 75 64 2 135 031 
83 6,70 72 154 124. s«d156Cs25GH—s—«O*, BL 
93 6,70 310 750 440 106 «312 ~=—0,40 
50 6,75 126 362 325 52 «4428 = «(041 on = 078 
54 6.75 273 315 303 102 898 0,25 oO — 038 
99 6,75 290 310 328 165 653 0,36 . 
3 6,80 120 176 127 80 282 028 
~ 6,80 357 605 608 198 1210 0,36 
68 6,80 163 300 224 175 395 0,34 
r 88 6,80 166 599 3382 129 631 0,30 
5,9: 9 6,80 301 770 372 152 | 554 028 
0,94 
48 6,85 127 344 280 57.798 ~—0,25 
94 6,85 164 359 197 37 353 ~—s«0,.28 
90 6,99 270 752 382 87 519 0,26 
46 6,95 254 603 430 64 1440 6,21 Pu — 6,94 
65 7,00 101 384 282 89 253 0.45 () — 027 
71 7,00 254 518 223 165 488 0,28 
77 7,90 52 135 276 78 1200 021 
6,14 86 7,00 343 1277 484 98 971 0.24 
0,8: 
5 7,10 92 326 153 48 397 0, 
27 7,20 131 5389 172 68 768 0,13 | on 7,18 
70 7,20 31 126 72 58 471 «0,12 QW -- O15 
89 7.20 166 1044 332 96 1238 0.1 | 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Gruppenmitte! 


P; P2 é j 0 @ werte 


20 7; 112 493 241 62 1692 0,12 
55 313 1240 415 98 1360 0,16 
47 7, 172 630 280 66 2160 0,10 


58 5 283 1245 283 49 1141 0,10 | o¢e 
81 6 21 196 64 | 28 | 788/007 |) PR On 
56 51 510 172 «40 «1090 O11 || @& wv 


Ammoniak wurde titrimetrisch!, Kreatinin kolorimetrisch? nach 
Folin bestimmt. Der Dissoziationsgrad des Kreatinins wurde aus de: 
Dissoziationskonstante dieser Base (k = 3.10~%), der Dissoziations- 
konstante des Wassers (k,, = 0,8 . 10~!*) und der jeweiligen H-Ionen- 
konzentration des Harns (hk) nach der bekannten Gleichung: 

kh 
E ht ky 
berechnet. SchlieBlich wurde pa des Harns — wie bereits erwahnt 
kolorimetrisch nach Michaelis* bestimmt. 

Die erhaltenen Werte fiir insgesamt 100 Harne, nieren-, herz- und 
stoffwechselgesunder Personen, jedoch zu verschiedenen Tageszeiten 
und nach verschiedener Ernahrung erhalten, sind in der Tabelle I. 
nach steigendem px geordnet, zusammengestellt. Die Harne wurden 
stets entweder sofort nach Entleerung derselben oder, wenn dies nicht 
méglich war, nach Konservierung mit Toluol analysiert. Die ersten 
sechs Spalten der Tabelle enthalten die unmittelbar bestimmten GréBen : 
pu, primares Phosphat (p,), (titrierbare Aziditat, gegeniiber Phenol- 
phthalein als Indikator), sekundires Phosphat (p,), Ammoniak (4A), 
Kreatinin (C) und organische Salze (0). Die Zahlen beziehen sich 
auf Dezimilliaquivalente (d.h. cem n/10 Saure oder Lauge) pro Liter. 
Die siebente Spalte enthalt den fiir den betreffenden Harn, den obigen 
Ausfiihrungen entsprechend errechneten Wert fiir den Quotienten Q, 
die achte Spalte schlieBlich die Mittelwerte fiir pa und Q innerhalb 
der einzelnen Gruppen, in die die Harne je nach ihrer Reaktion ein- 
geteilt wurden. Jede Gruppe enthalt Harne, deren pg sich voneinander 
héchstens um 0,2 unterscheidet (erste Gruppe: < 5,0, zweite Gruppe: 
5,0 bis 5,2, dritte Gruppe: 5,2 bis 5,4 usw.). In Abb. 1 ist ferner auf 
Grund derselben Versuche Q als Funktion von pg graphisch dargestellt. 
wobei die gesonderten Punkte die entsprechenden Werte fiir die ein- 


es 


! Folin, Journ. of biol. Chem. 8, 497, 1910/11. 
2 Derselbe, ebendaselbst 17, 469, 1914. 
3 Michaelis, Praktikum der physikalischen Chemie 8. 38, Berlin 1921. 
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velnen Harne bedeuten, wahrend die ausgezogene Linie den Gang der 
Mittelwerte ergibt. 

Wenn nun auch die einzelnen Werte fiir Q, die sich auf Harne 
von demselben oder ahnlichem pg beziehen, vielfach ziemlich ausein- 
ander gehen, ist die durchschnittliche Abnahme von Q bei steigendem 
pa doch so deutlich, daB an einem derartigen Zusammenhang beider 
GréBen wohl kaum gezweifelt werden kann. Unsere Untersuchungen 
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Abb. 1. 


fiihren uns also zu dem Ergebnis, dab Q, den wir Base-Sdurequotient 
des Harns nennen wollen, parallel mit der Wasserstof{fionenkonzentration 
zu- und abnimmt. Bei stark sauren Harnen, deren px kleiner ist als 
etwa 5,7, ist Q im allgemeinen gréBer als 1, bei weniger sauren Harnen 
kleiner, wihrend Harne, deren px sich um 5,7 herum befindet, stets 
auch einen Quotienten aufweisen, der sich nur wenig von | unter- 
scheidet. 


Aus den Erwagungen, die weiter oben betreffs der Bicarbonate 
des Harns angefiihrt wurden, geht hervor, daB bei Beriicksichtigung 
der letzteren die px-Q-Kurve nach der alkalischen Seite noch steiler 
abfallen miiBte, als dies bereits so der Fall ist. Hieraus folgt, daB der 
durch die Vernachlassigung der Bicarbonate in unsere Rechnung ein- 
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gefiihrte Fehler den von uns gefithrten Beweis nicht nur nicht beein- 
trichtigt, sondern sogar unterstiitzt. 

Nun haben wir weiter oben die Uberlegungen angefiihrt, die un 
veranlassen, den Quotienten Q als MaB fiir den Anteil der Nieren a: 
der Aufrechterhaltung des Séure-Base-Gleichgewichts anzusehen. Di 
innigen Beziehungen, die zwischen py und Q bestehen, ermdgliche: 
demnach, auch aus der jeweiligen Wasserstoffionenkonzentration de- 
Harns -- zumindest unter normalen Bedingungen -—- auf die Wirkung-~ 
art des Nierenmechanismus innerhalb des Saéure-Basenhaushalts z1 
schlieBen. In qualitativer Hinsicht bringt diese Folgerung natiirlic! 
nichts Neues, denn es ist von vornherein klar, daB ein stark saure: 
Harn dem Organismus, ceteris paribus, weniger Alkali entziehen mul 
als ein weniger saurer, neutraler, oder gar alkalischer Harn. Unser 
Befunde gestatten aber auch eine einigermaBen quantitative Beurteiluny 
dieser Verhaltnisse. Wir konnten doch feststellen, daB, wenn die Nier 
genau 4quivalente Mengen an starken Basen und Sauren ausscheidet 
die Reaktion des Harns sich in der Nahe von pa = 5,7 befindet. Da~ 
Bestehen dieser Reaktion, die wir als Indifferenzpunkt des Harns an 
sehen kénnen, zeigt demnach an, daB zur Neutralisierung der im Orga- 
nismus gebildeten schwachen Saéuren die von den Nieren produziert: 
Ammoniakmenge nebst dem Kreatinin ausgereicht haben und kein 
Notwendigkeit bestand, zu diesem Zwecke auch noch fixe Alkalien zu 
mobilisieren. Ein geringerer Sauregrad bedeutet dementsprechend 
daB die von den Nieren gebildeten Ammoniakmengen mitsamit 
dem Kreatinin -- zu dem angegebenen Zwecke nicht ausreichend 
waren. Dieses Verhalten kénnte a priori zwei Griinde haben. Es kénnt: 
namlich entweder die Méglichkeit bestehen, daB die Saureproduktic: 
im Organismus so groB ware, daB die zu diesem Zwecke gebildete: 
Ammoniakmengen auch unter Zuziehung des Kreatinins zu_ ihre: 
‘Neutralisierung nicht ausreichten, oder aber daB im Kérper aus irgend- 
welchen Griinden ein AlkalitiberschuB entstiinde, der entfernt werden 
muBte und die Ammoniakbildung einschrankte. Als physiologische 
Ursachen eines derartigen Verhaltens kénnten z. B. fiir die erst 
Méglichkeit eine starke Milchsiurebildung bei Muskelarbeit, fiir di 
letztere die bekannte Verdauungsalkalose in Frage kommen. Wesentlic/: 
seltener und auch schwerer zu erklaren scheint das Vorkommen eine- 
Harns zu sein, dessen Séuregrad hoher ist als py = 5,7. Da der Quotient 
in solchen Fallen gréBer als 1 zu sein pflegt, miissen wir den Schlubs 
ziehen, daB hier nicht nur die Gesamtheit der schwachen Sauren 
sondern auch ein Teil der starken Sauren als Salze schwacher Base: 
ausgeschieden wird. 

Eine weitere Frage, auf die unsere Befunde ein neues Licht werfen 
ist der Zusammenhang zwischen dem Saéuregrad und dem Ammoniak- 
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vehalt des Harns. Hasselbalch!, der diesen Zusammenhang zum ersten 
Male einwandfrei feststellen konnte, hat bereits eine Erklarung fiir 
denselben gesucht, jedoch nicht in befriedigender Form finden kénnen. 
Die Versuche dieses Autors, den Harn -- in vitro -- durch Zusatz von 
\mmoniumsalzen saurer zu machen, haben kein Resultat ergeben, 
woraus er zum SchluB gelangt, daB der héhere Ammoniakgehalt des 
Harns nicht unmittelbar fiir seine starkere Aziditaét verantwortlich sein 
kénne. Nun handelt es sich aber beim nativen, ammoniakreichen 
Harn offenbar nicht nur um eine Erhéhung der Menge dieser schwachen 
Base, sondern auch um eine entsprechende Herabsetzung in der Aus- 
scheidung stark basischer Kationen, wie Natrium und Kalium. Ammo- 
niumsalze werden in vivo durch die Nieren nicht einfach dem Harn 
hinzugefiigt, sondern ein gewisser Anteil stark basischer Kationen 
wird durch das Kation NH, ersetzt. Dab aber ein derartiger Wechsel 
mit einer Zunahme der Harnaziditat einhergehen muBb, scheint von 
vornherein zumindest héchst wahrscheinlich. Wir deuten den Zu- 
sammenhang zwischen Aziditat und Ammoniakgehalt des Harns demnach 
in dem Sinne, daB wir den hohen Base-Sturequotienten als primér, die 
hohe Azxiditdt als sekunddr und zum Teil als Folge des Ersatzes starker 
Basen durch die schwache Base NH, auffassen. Wie die Veranderungen, 
die dieser Zusammenhang unter mehr oder weniger pathologischen 
Bedingungen (Schwangerschaft, Bergkrankheit, diabetische und 
uramische Azidose usw.) erfahren kann. zu erkléren sind, miissen 
weitere Untersuchungen zeigen, die zum Teil bereits in Angriff ge- 
nommen worden sind. 

Die Bedeutung, die der Base-Saurequotient fiir die Aziditat des 
Harns besitzt, scheint jedoch auch aus einem anderen Zusammenhang 
hervorzugehen, der sich ebenfalls aus unseren obigen Befunden ergibt. 
Wie bereits friiher erwahnt wurde, schien es uns von vornherein wahr- 
scheinlich, daB die H-lonenkonzentration des Harns auBer von dem 
Verhaltnis zwischen primaren und sekundairen Phosphaten, auch von 
der Art der Kationen abhangen miisse, mit denen diese Anionen ver- 
gesellschaftet sind. Besondere Versuche* haben uns dann auch gezeigt, 
daB Gemische von primaérem und sekundérem Ammoniumphosphat 
bei gleichem Verhaltnis zwischen beiden und gleicher Gesamtkonzen- 
tration der Lésung —- stets eine héhere H-lonenkonzentration auf- 
weisen als entsprechende Gemische von primarem und sekundairem 
Kaliumphosphat. Berechnen wir aus der Gleichung: 


k= AP 
Py 


' Hasselbalch, a. a. O. 
2 Siehe die Arbeit von Neuschlosz u. Pérez Ibanez. 
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den Wert fiir k, so ergibt er sich, ceteris paribus, fiir das Gemisch 
(NH,)H,PO, + (NH,),HPO, stets gréBer als fiir das Gemisch 
KH,PO, + K,HPO,. 

DaB die Art der in der Lésung vorhandenen Kationen einen ge- 
wissen EinfluB auf die H-lonenkonzentration eines Phosphatpuffer- 
gemisches hat, wurde bereits von Michaelis und Kriiger! nachgewiesen. 
Diese Autoren untersuchten den EjinfluB von Neutralsalzen auf die 
zweite reduzierte Dissoziationskonstante der Phosphorsdure und 
fanden z. B., daB die Alkalikationen, in aquivalenten Mengen an- 
gewandt, entsprechend der Reihe Rb < K < Na < Li erhéhend auf 
dieselbe einwirken. Die Kationen schwacher Basen wurden von ihnen 
nicht untersucht. Nun glauben wir, daB die Wirkung dieser letzteren 
prinzipiell anders beurteilt werden muB, als die der Neutralsalze, vor 
allem, weil die Aktivitats- und Hydrolyseverhaltnisse der Salze sch wacher 
Basen andere sind, als die der starken Alkalien. Da diesen Fragen 
eine besondere Arbeit gewidmet wird, wollen wir hier nicht des Naheren 
auf sie eingehen. Doch scheint es sicher zu sein, daB unter solchen 
Umstanden die Konstante k nicht mehr die Bedeutung einer reinen 
Dissoziationskonstante und auch nicht die einer reduzierten Disso- 
ziationskonstante im Sinne Michaelis?, sondern eine durch die Kom- 
bination mehrerer Konstanten (z. B. der Dissoziationskonstante der 
Phosphorséure, des Ammoniaks und des Wassers) entstandene Gribe 
darstellt. Um diesbeziiglich nichts zu prejudizieren, wollen wir den auf 
die oben angegebene Weise berechneten Werte fiir k sowohl in Ammo- 
niumphosphatgemischen wie auch im Harn einfach als Puffer- 
konstanten bezeichnen. 

In der Tabelle II sind die untersuchten Harne nach fallendem 


Base-Saurequotienten geordnet und neben jedem Quotienten der 


zugehérige Wert fiir den negativen Logarithmus der Pufferkonstante 
(px) angefiihrt. 

Die gefundenen Werte fiir p, schwanken bei den 100 untersuchten 
Harnen zwischen 5,22 und 6,80. Dies bedeutet, daB der gréBte ge- 
fundene Wert fiir k etwa 40mal hoher ist als der kleinste. Zum Teil 
kénnen diese Unterschiede durch die sehr verschiedenen Gesamt- 
konzentration der untersuchten Harne erklirt werden. So fanden 
z. B. Michaelis und Kriiger, daB eine halbmolare NaCl-Lésung das p, 
eines Phosphatgemisches von etwa 7,1 (extrapolierter Grenzwert fiir 
unendlich verdiinnte Lésungen) bis auf etwa 6,4 herabsetzen kann, 
was einer Erhéhung von & ungefahr auf den fiinffachen Wert entspricht. 


1 Michaelis u. Kriiger, diese Zeitschr. 119, 307, 1921. 
2 Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, ITI. Aufl., 1, 110. 
Berlin 1921. 
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Die weitaus gréBeren Unterschiede, die wir bei den Harnen fanden, 
miissen jedoch offenbar noch eine andere Ursache haben. 

Aus der Tabelle II geht hervor, daB diese Ursache mit dem Base- 
Saurequotienten in Zusammenhang stehen muB. Um dies zu zeigen, 
geniigt es, die Harne in Gruppen zu teilen, innerhalb welcher der Wert 
von @ sich nur wenig andert. Nach der vorgenommenen Einteilung 
gehéren zur ersten Gruppe die Harne, bei denen Q kleiner ist als 0,20, 
zur zweiten Gruppe die, deren Q sich zwischen 0,20 und 0,30, zur dritten 
Gruppe die, deren Q sich zwischen 0,30 und 0,40 befindet usw. Es 
zeigt sich hierbei, daB die Unterschiede zwischen den Pufferkonstanten 
bei Harnen derselben Gruppe kaum jemals die Grenzen tiberschreiten, 
die sich durch eine verschiedene Gesamtkonzentration der Harne er- 
klaren lassen, daB hingegen der Mittelwert fiir p, von einer Gruppe 
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Abb. 2. 


zur anderen fortlaufend abfallt. Besonders deutlich wird dieser Zu- 
sammenhang durch die Abb. 2 veranschaulicht, die die Gruppen- 
mittelwerte fiir p, als Funktion der Mittelwerte fiir Q graphisch dar- 
stellt. An Hand dieser Kurve laBt es sich einwandfrei feststellen, daB 
die Pufferkonstanten der Harne im Durchschnitt um so hdéher sind, 
je gréBer sich die betreffenden Base-Saurequotienten ergeben. 

Fiir diesen auffallenden Zusammenhang gibt es nun nach unserer 
Meinung nur eine Erklirungsméglichkeit, auf die wir bereits weiter 
oben hingewiesen haben. Ein hoher Base-Saéurequotient deutet darauf 
hin, daB an der Neutralisation der schwachen Saéuren des Harns und 
demnach auch der Phosphorséure, vornehmlich schwache Basen be- 
teiligt sind, daB das im Harn wirkende Phosphatgemisch also nicht 
den Typus: NaH,PO,+ Na,HPO,, sondern vielmehr den eines 
Ammoniumphosphatgemisches aufweist. DaB aber die Pufferkonstanten 
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dieser letztgenannten Gemische héher sind, als die der klassischen 
Natriumphosphatpuffer, wurde bereits friiher erwahnt. 
Die in manchen Harnen beobachteten extremen Werte der Puffer- 
konstante sind nun allerdings so hoch, daB sie selbst die héchsten 
Werte, die wir bei kiinstlichen Ammoniumphosphatgemischen fest- 
stellen konnten, noch tiberbieten, und es muB weiteren Untersuchungen 
vorbehalten bleiben, das Verhalten dieser Harne zu erklaren'’. Der 
ermittelte Zusammenhang zwischen dem Base-Saurequotienten und 
der Pufferkonstante wird natiirlich durch diese theoretische Schwierig- 
keit nicht beriihrt. 

Zusammeafassung. 
Es wird ein Verfahren angegeben, nach dem das jeweilige 
Verhaltnis der schwachen Basen (Ammoniak und Kreatinin) zu den 
schwachen Sauren (organische Séuren und H,PO4) im Harn bestimmt 
werden kann. An 100 normalen Menschenharnen wird gezeigt, dab 
dieses Verhaltnis —- Base-Sdurequotient genannt — mit der H-lonen- 
konzentration des Harns ab- und zunimmt, um bei einem px von 5,7 
ungefahr den Wert 1 aufzuweisen. Die Kenntnis dieses Quotienten 
ermoéglicht die Beurteilung der Richtung, in welcher die Nieren in den 
Saure-Basenhaushalt eingreifen. Es wird ferner dargetan, daB die aus 
der H-lonenkonzentration des Harns und seiner Konzentration an 
primérem und sekundirem Phosphat berechnete ,,Pufferkonstante’ 
in unmittelbarer Beziehung zum Base-Saurequotienten steht. 


1 Nach unseren vorlaufigen Feststellungen diirfte hierin der Pufferung 
lurch organische Saéuren eine gewisse Rolle zufallen. 
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Uber die Beziehungen der Harnzusammensetzung 
zum Siure-Basenhaushalt. II. 


Vou 
S. M. Neusehlosz und J. Planas. 


(Aus dem Zentraluntersuchungslaboratorium der Medizinischen Fakultat 
in Rosario de Sta. Fé. Argentinien.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1930.) 


Um unsere an Menschenharnen erhobenen Befunde zu ergaénzen 
und namentlich um das Verhalten des Base-Saéurequotienten unter 
stirker variierenden und genauer bestimmbaren Bedingungen zu unter- 
suchen, als dies bei fast wahllos gnommenen Harnen mdéglich ist, haben 
wir eine Reihe von Versuchen an Hunden ausgefiihrt, iiber die im 


folgenden berichtet werden soll. 


Die verwendeten. vollkommen normalen Hunde, sind stets ohife vorhe: 
gehende Behandlung, jedoch zumindest 20 Stunden nach der letzte: 
Nahrungsaufnahme, folgendem Verfahren unterworfen worden. Die Tier 
wurden gefesselt und in leichter Athernarkose die eine Jugularvene mittel- 
einer ‘Glaskaniile und einem T-Rohr mit zwei Biiretten verbunden, dere: 
eine Ringerlésung (NaCl 0,85, KCI 0.042%, CaCl, 0,024°%, NaHCO 
9,03 %), die andere eine der weiter unten angefiihrten Lésunge: 
enthielt. Dann wurde ein Katheter in die Blase eingefiihrt und dies: 
vor Beginn des Versuchs vollkommen entleert, der Katheter aber i 
der Blase belassen. Nach Einfiihrung der Venenkaniilen wurde = li 
Narkose unterbrochen, so da®B die Versuche selbst an nicht narkotisierte: 
Tieren erfolgten. 

Diese bestanden im wesentlichen aus zwei Teilen. Walhrend der erste: 
Halfte des Versuchs wurde in die Vene mit einer Geschwindigkeit vor 


100 ccm pro Stunde Ringerlésung injiziert, und zwar im ganzen 10 cem pre 


Kilogramm Kérpergewicht des Tieres. Nach Beendigung der Infusio: 
wurde 1 Stunde lang gewartet und der wiahrend dieser ganzen Zeit aus 
geschiedene Harn vereinigt aufbewahrt. Hiernach wurde das Gefa®B zun 
Auffangen des Harns gewechselt und in die Vene die in der zweiten Biirett: 
enthaltene Fliissigkeit in derselben Menge und mit gleicher Geschwindigkei! 
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wie friiher die Ringerlésung, einflieBen lassen. Nach AbschluB der zweiten 
{njektion wurde abermals | Stunde gewartet und der ausgeschiedene Harn 
aufbewahrt. Dann wurde das Tier befreit. 


AuBer den beiden erwaihnten Harnproben, die nach den in der T. Mit 
teilung auseinandergesetzten Gesichtspunkten untersucht wurden, sind 
den Tieren in den meisten Fallen auch Blutproben zwecks Bestimmung 
der Alkalireserve (nach van Slyke) entnommen worden, und zwar einmal 
vor Beginn des Versuchs, dann nach AbschluB desselben und schlieBlich 
am anderen Morgen, d. h. etwa 15 bis 16 Stunden spater. 


Nach einigen fehlgeschlagenen Versuchen an kleineren Tieren, ent 
schlossen wir uns, ausschlieBlich mit Hunden von mehr als 10 kg Gewicht 
yu arbeiten, da kleinere Tiere haufig Harnmengen lieferten, die zur Be 
stimmung samtlicher erforderlichen Daten nicht ausreichten. Einige Male 
geschah es ferner, daB die Tiere aus nicht immer feststellbaren Griinden 
waihrend oder kurze Zeit nach AbschluB des Versuchs starben. Die Ergebnisse 
solecher Versuche wurden nicht verwertet. 

Die Harnuntersuchungen wurden derart ausgefiihrt, daB zuerst pyr 
hestimmt, dann die betreffende Probe mittels destillierten Wassers aut 
100 cem gebracht wurde. Diese Verdiinnung des Harns war notwendig, um 


ximtliche erforderlichen Analysen doppelt ausfiihren zu kénnen. Der 
Wert des Base-Saéurequotienten die einzige GréBe die fiir unsere Be 
trachtungen von Bedeutung ist wird hierdurch offenbar nicht verandert 


Bei Bestimmung der Alkalireserve ist darauf geachtet worden, da®8 nur 
ganzlich hamoglobinfreies Plasma gebraucht wurde, was bei der groBen 
Fragilitat der Hundeblutkérperchen nicht immer leicht zu erreichen war. 
Durch sofortiges, scharfes Zentrifugieren des mit Kaliumoxalat versetzten 
Blutes gelang es jedoch mit ziemlicher RegelmaBigkeit. die Hiéimolvse 
zu vermeiden. 

Die zur [Infusion verwendeten Lésungen enthielten stets eine der 
folgenden Substanzen: |. Saéuren: HCl, H,SO, H,PO,. Milchséure und 
Kssigsiure; 2. Basen: NaOH und NHy,;: 3. Salze: NH,Cl CaCl, und 
NaHCO,. Die verwendete Konzentration war stets n/10, und als Lésungs- 
mittel diente Pingersche Fliissigkeit ohne Bicarbonat. Nur in den Ver 
suchen, in denen die Wirkung dieses Stoffes selbst untersucht wurde, wurde 
aus der Lésung das CaCl, weggelassen. Tnsgesamt wurden 32 brauchbare 
Versuche ausgefiihrt, deren Ergebnisse in der beigefiigten Tabelle zu- 
sammengefaBt sind. 

Um die Ergebnisse leichter tibersehen zu kénnen, teilen wir die 
angewandten Substanzen in solche, die die Alkalireserve herabsetzen 
und in solche, die sie erhéhen. Zur ersten Gruppe gehéren samtliche 
Séuren und von den Salzen NH,Cl und CaCl,, zur zweiten Gruppe 
die Basen und NaHCO,. Wahrend die alkalischen Stoffe alle eine 
mehr oder weniger anhaltende Wirkung haben, die am folgenden Tage 
noch fortbesteht, miissen wir bei den azidotischen Substanzen je nach 
der Dauerhaftigkeit ihrer Wirkung, zwei Untergruppen unterscheiden. 
Von schnell voribergehender Wirkung sind H,PO,, Milchsaure, 
NH,Cl und CaCl,, von mehr anhaltender Wirkung HCl. H,SO, 
und Essigsaure. 
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Harn Alkalireserve 
vor sala % Veranderung = 
Nr Injizierter Stoff von ‘od 
vor nach | gar, 
Pu A] Pu Q Pu @ Tag 
I. Azidotika. 
1 | 6.251041  5.59/0.86 |—0,75 110 49,2) 364 | 38, 
g 1 Phosphor- 1 640 0,36 5,70 0,93 —0,70 158 42,2 39,3 | 43.1 
Sal 
3 | 6.00 0.49 540 1,02 —060 108 43,7 40.9 44.1 
4 7.00 044 6,060.55 —0,40 25 | 42.8, 33,9 | 41.9 
5 | ae, © | 6.99 0.36 6591061 —040 58 44.1 35,5 508 
6 | peanetne | 6.70 0.23 6.50/0,68 —0,20 196 ; 
7 6.60 0.39 6,29) 0.56 ~ 040 44 
8 6,50 0,46  6,00|0,75 — 0,50 63; — — 
9 | Ammonium- | 6,85 0,42 6,60 | 0,80 — 0,20 90) Re 
10 | chlorid | 7.10 0.23 650.055 —0,60 139 426 33,9 44.5 
11 6.90' 0.87 6.65 0.56 | —0,25 51. 47.0 345 45.1 
12) Caleium- {| 5,90 0,86 5,70 | 0,89 | — 0,20 4 426 398 386 
13 J  chlorid |) 630 042 590/081 —040 93 46,0 44,1 | 464 
14 6,80 | 0,67 | 590/035 ||—0,40!—25 | — | — | - 
15 | rane | 7.20 0,10 690/010 | —0,30 wy foe ae 
‘ isa 
16 | | 6.25 0.69 6.09 0.34 —0.25 —64) 42,0 383 344 
17 6,30 030 | 639023 0,00 —23 42.9 34.5 32.6 
18 ; ! | 6.50 0.76 | 660/034 0,10 —55) 44,8 30,8 365 
ig | Sehwetel 7 690 0,52 6,90 040 0,00 —23 | 43.2 203 31,5 
20 | | 6.40 0,63 | 6,10,0,44 |—0,30 —30) —. - 
ai os ~ ( 5,95 0,84 7,20 0.11 1.25 —87 | 47,4! 40,0 | 38,0 
og | f Pssigsture 1 650 0.45 | 6.90 0,13 | 040 —71 48,8) 36,2 | 37.1 
II. Alkalotika. 
23 6,10 | 0,57 || 7,60} 0,04 1,50 —93 | 40,7 | 58,6 | 49.8 
24 Natronlauge 6,20 0,54 7,40) 0,07 1,20 —87 39,2) 47,1 | 44,9 
25 | 5.90 0,87 7,10) 0,i1 1,20 —87 421/593 542 
26 6.45 0.34. 7,10/0.05 065 —85 42,1 55,5 512 
27 hoon 6,70 0,42 7,80 0,12 1,10, —72 | 38,1/ 49,7 | 54.8 
vO 4 | 
28 | 5,40/ 1,09 7,20 0,34 1,80 —69 41,4) 60,9 46.4 
29 5.70/ 1.03 || 5.75 1.36) 0,05) 32  37,6/ 42,4 | 47.6 
30 | | 6,70 0,46 | 7.20 021, 050/—55 48,0 49,0 | 43.6 
Ammoniak i » | 
31 | 6.20 0,65 || 5,60/1,17 —040 80) 40,2 48,6 | 49.1 
32 6.30 0,58 | 5,90 0.98!'—0,40 69 41,2 446 494 
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Die Azidotika, deren Wirkung schnell voriibergeht, sind zum Teil 
Siuren, die im normalen Stoffwechsel regelmaBig erscheinen (H,PO, 
und Milchséure) und deren Neutralisierung infolgedessen eine gewohnte 
Aufgabe fiir den Organismus darstellt. Die Herabsetzung der Alkali- 
reserve, die selbst erhebliche Mengen von solchen Saéuren hervorrufen, 
ist weder sehr betrachtlich, noch anhaltend. Die dazugehérenden 
Harnbefunde zeigen eine mehr oder weniger ausgesprochene Zunahme 
der Aziditét nebst einem betrachtlichen Anstieg des Base-Saure- 
quotienten als Zeichen, daB zumindest ein Teil der eingefiihrten Séuren 
in Form von Ammoniumealzen durch die Nieren ausgeschieden wurde. 
Dieser Anteil ist im Falle der Phosphorsdéure offenbar gréBer als in 
dem der Milchséure, was wohl darauf zuriickzufiihren sein diirfte, 
daB letztere zum Teil durch die Gewebe oxydiert oder zu Kohlen- 
hydrat aufgebaut wird. 

Kine mit diesen Saéuren bis zu einem gewissen Grade ahnliche 
Wirkung weisen auch die azidotischen Salze NH,Cl und CaCl, auf, 
die die Alkalireserve ebenfalls nur auf kurze Zeit herabsetzen und gleich- 
zeitig eine Sauerung des Harns und einen entsprechenden Anstieg des 
Base-Saurequotienten verursachen. 

Wesentlich anders verhalten sich jedoch die starken Mineralsduren, 
wie HCl und H,SO,. Thre Wirkung auf die Alkalireserve beschrankt 
sich keineswegs nur auf einige Stunden, sondern ist am folgenden Tage 
haufig noch ausgesprochener als unmittelbar nach dem Versuch. Die 
Veranderungen, die die Harnaziditat unter diesen Umstanden aufweist, 
sind nicht einheitlich; manchmal steigt sie an, gelegentlich bleibt sie 
unverandert, oder nimmt sogar ab. Wie jedoch auch die Harnaziditat 
sich verhalten mége, weist der Base-Saurequotient unter der Ein- 
wirkung starker Mineralsiuren immer eine deutliche Abnahme auf, 
woraus geschlossen werden kann, daB diese Sauren im wesentlichen 
nicht als Ammoniumsalze, sondern an fixe Basen gebunden, aus- 
geschieden werden und daher eine Verarmung des Organismus an 
diesen letzteren herbeifiihren. 


Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, daB die Essigsdure 
unbeschadet ihres Charakters einer schwachen, organischen Saure sich 
im wesentlichen ahnlich verhalt wie die starken Mineralsiuren, indem 
ihre Einwirkung auf die Alkalireserve von ebenso langer Dauer ist 
wie die der letzteren und der Base-Saurequotient unter ihrem EinfluB 
herabgesetzt wird. Die Mobilisierung starker Alkalien zur Neutralisation 
einer schwachen Saure fiihrt hier zu dem paradox erscheinenden 
Resultat, daB nach der Einverleibung groBer Mengen von Essigsaure 
der Harn alkalischer wird, was vielleicht als Folge der Hydrolyse der 
durch die Nieren ausgeschiedenen Alkaliazetate gedeutet werden diirfte. 
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Der unerwartete Ausfall der letzterwaihnten Versuche schei)t 
anzudeuten, daB die Ammoniakbildung durch die Nieren nur dure} 
solche schwache Sauren angeregt wird, die in gréBeren Mengen in 
Laufe des Stoffwechsels gebildet zu werden pflegen. Die Essigsaure 
die im Organismus in so erheblichen Mengen wohl niemals e¢: 
scheint, erfillt die genannte Bedingung offenbar nicht und wird 
daher im wesentlichen in Form von Natrium- und Kaliumsalze) 
ausgeschieden. 

Unter den angewandten alkalotischen Stofjen wird mit den beiden 
Natriumverbindungen (Natronlauge und Bicarbonat) ein UberschuB an 
fixen Alkalien eingefiihrt, von denen sich der Organismus zu 
befreien trachten muB. Infolgedessen fallen mit dem Anstieg 
der Alkalireserve des Plasmas die Aziditét des Harns und de: 
Base-Siurequotient ab. Die Gegenwart iiberschiissiger Mengen fixe: 
Basen wirkt anscheinend hemmend auf die Ammoniakbildung seitens 
der Nieren. 

Wahrend und nach der Einfiihrung von Ammoniak entsteht hin 
gegen ein UberschuB gerade an diesem Stoffe. Es ist wohl unzweifelhaft 
daB ein groBer Anteil des eingefiihrten Ammoniaks in Harnstoff um- 
gewandelt wird, jedoch gelangt ein gewisser Teil auch zu den Nieren 
und wird in Form von Ammoniumsalzen ausgeschieden. Die Wirkung, 
die das iiberschiissige Ammoniak auf die Harnzusammensetzung ausiibt. 
hangt offenbar von dem jeweiligen Zustande ab, in dem sich der Saure- 
Basenhaushalt gerade befindet. Von diesem Gesichtspunkt aus be. 
trachtet, werden in unseren entsprechenden Versuchen drei verschieden 
Méglichkeiten verwirklicht. 

Im Versuch 29 war die Alkalireserve zu Anfang des Versuchs 
geringer, als sie normalerweise bei Hundenzu sein pflegt (etwa 40 bis 50° ). 
Es bestand also in diesem Falle anscheinend eine gewisse Azidose. De 
gleichzeitig ausgeschiedene Harn war deutlich sauer und wies einen 
hohen Base-Saiurequotienten auf. Nach der LEinverleibung cde: 
Ammoniaks verschwand die Azidose ohne nennenswerte Anderung 
der Harnaziditaét. Nichtsdestoweniger stieg der Base-Saurequotient 
deutlich an, was wohl in dem Sinne gedeutet werden kann, daB ein Teil 
des eingefiihrten Ammoniaks mit dem Harn ausgeschieden wurde 
Die hierbei eintretende Beschrinkung in der Ausscheidung fixer Basen. 
diirfte wohl auch die Ursache des Ansteigens der Alkalireserve ge 
wesen sein. 

Wesentlich anders war der Verlauf des Versuchs 30. Hier war div 
Alkalireserve von vornherein ziemlich hoch und der Harn nur ganz 
schwach sauer. Die Wirkung des Ammoniaks auf die Alkalireserve war in 
diesem Falle nur unbedeutend, wahrend der Harn gleichzeitig leicht al- 
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salisch wurde. Der Base-Saurequotient entsprach sowohl vor, wie auch 
iach der Einverleibung des Ammoniaks der jeweiligen Harnaziditat. Am 
folgenden Tage war die Alkalireserve kleiner als zu Anfang des Versuchs. 
Die Gesamtheit dieser Befunde scheint anzudeuten, daB in einem 
alkalotisch eingestellten Organismus die Einfiihrung von Ammoniak die 
\usscheidung des Baseiiberschusses erleichtert, vielleicht indem ein 
feil der fixen Basen voriibergehend durch Ammoniak ersetzt wird. 
Innerhalb einiger Stunden wird aber das im Kérper zuriickbehaltene 
\mmoniak in Harnstoff umgewandelt, wonach dann der Abfall der 
\lkalireserve zutage tritt. 


Diese Betrachtungen scheinen uns die einzigen zu sein, auf Grund 
derer die beobachteten Tatsachen erklirt werden kénnen, doch ist es 
klar, daB diese SchluBfolgerungen nicht als endgiiltig angesehen werden 
diirfen und zu ihrer Erhartung noch weiterer experimenteller Arbeit 
hediirfen. 


In den Versuchen 31 und 32 sind die Wirkungen des Ammoniaks 
wieder anders als in den vorhergehenden Fallen. Bei diesen Tieren 
war die Alkalireserve zu Beginn des Versuchs von normaler Héhe und 
stieg im Laufe der Ammoniakwirkung an. Gleichzeitig stieg auch die 
Harnaziditat und parallel mit ihr der Base-Saéurequotient. Hier tritt 
also die basensparende Wirkung des Ammoniaks mit voller Deutlichkeit 
zutage. Andererseits kann die Erhéhung der Aziditaét des Harns nach 
der Einverleibung der Base NH, als ein wichtiges Argument zugunsten 
der in der vorhergehenden Arbeit ausgesprochenen Anschauung iiber 
die Beziehungen der Harnaziditét zum Base-Saiurequotienten an- 
gesehen werden. 


Auf Grund der Gesamtheit der hier besprochenen Versuche, die 
ibrigens im vo6lligen Einklang mit den in der vorstehenden Arbeit 
gemachten Feststellungen stehen, kénnen wir uns eine mehr oder 
weniger angenaiherte Vorstellung bilden iiber die Art und Weise, auf 
die die Nieren in den Siure-Basenhaushalt eingreifen. Wenn wir von 
der durch Henderson und Spiro! festgestellten Tatsache absehen, daB 
gewisse schwache organische Séuren zum Teil in freier Form mit dem 
Harn ausgeschieden werden und daB hierdurch dem Organismus eine 
entsprechende Menge basischer Valenzen erspart bleibt, miissen wir 
als wichtigste Funktion der Nieren innerhalb des Séure-Basenhaushalts 
die durch Nash und Benedict? entdeckte Ammoniakbildung ansehen. 
Da namentlich aus den Feststellungen von Gottlieh® hervorgeht, daB 


' Henderson u. Spiro, diese Zeitschr. 15, 105, 1909. 
2 Nash u. Benedict, Jorn. of biol. Chem. 48, 463, 1921. 
3 Gottlieb, diese Zeitschr. 194, 163, 1928. 
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das Blut im allgemeinen héchstens ganz geringe Spuren von Ammonia 
enthalt, ist es klar, daB simtliche Siuren im Blute in Form von Alkali 
salzen vorhanden sind. In den Nieren erfolgt dann ein teilweiser Au- 
tausch dieser fixen Basen gegen Ammoniak, insoweit die allgemeinen 
Bedingungen fiir die Bildung des letzteren giinstig sind. Diese B: 

dingungen hangen nun anscheinend mit der jeweiligen Lage des Saure- 
Base-Gleichgewichts zusammen, indem ein Séureiiberschu8 giinstig 
ein BaseniiberschuB hingegen ungiinstig ist. Es laBt sich jedoch fest 

stellen, daB nicht simtliche Saéuren in gleichem MaBe die Ammoniak- 
bildung anregen, sondern vorwiegend nur solche schwache Sauren, dic 
wie das Ion H, PO, und Milchsiure, im Laufe des Stoffwechsels normaler- 
weise aufzutreten pflegen. Weder starke Mineralsiéuren, wie HCl und 
H,SQ,, noch organische Sauren, die zumindest in erheblichen Menger 
im Organismus nicht aufzutreten pflegen, wie etwa Essigséure, regen 
die Ammoniakbildung an und werden deshalb im wesentlichen in 
derselben Form ausgeschieden, in der sie auch im Blute vorhanden 
sind, d.h. als Salze fixer Basen. 


Zusammenfassung. 

Es wurde der EinfluB festgestellt, den die langsame intravendOse 
Injektion einiger Séuren, Basen und Salze auf die Alkalireserve und 
die Harnzusammensetzung von Hunden ausiibt. Die verwendeten 
Stoffe wurden als n/10 Lésungen in bicarbonatfreier Ringerscher 
Fliissigkeit in der Menge von 10 ccm pro Kilogramm Kérpergewicht 
und mit einer Geschwindigkeit von 100 ccm pro Stunde eingefiibrt 
Es wurden solche Versuche mit HCl, H,SO,, H,PO,, Milchsiure. 
Essigsiure, NaOH, NH, NH,Cl, CaCl, und NaHCO, (letzteres in 
Ca-freier Ringerlésung gelést) ausgefihrt. 


‘ 


Die erhaltenen Resultate waren die folgenden: 


1. Unter der Einwirkung von HCl und H,SO, erfahrt di 
Alkalireserve eine Herabsetzung, die mehr als 24 Stunden an- 
halt. Gleichzeitig kann die Harnaziditét ansteigen, unverandert 
bleiben, oder auch fallen. Der Base-Saurequotient fallt jedoch in 
jedem Falle. 


2. Unter dem Einflu8 von Milch- oder Phosphorsaure erfahrt dic 
Alkalireserve ebenfalls eine Herabsetzung, die aber nur kurze Zeit 
anhalt. Der Harn wird saurer und der Base-Saurequotient steigt 
deutlich an. 


3. Essigséure verursacht ein linger anhaltendes Absinken de: 
Alkalireserve und fiihrt eine Alkalisierung des Harns und einen 
Abfall des Base-Saurequotienten herbei. 
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4. Die azidotischen Salze NH,Cl und CaCl, haben ahnliche 
\Wirkungen wie die unter 2. erwahnten Sauren. 


5. NaOH und NaHCO, verursachen einen mehr oder weniger 
lang andauernden Anstieg der Alkalireserve, fiihren alkalische Harne 
herbei und setzen den Base-Saéurequotienten herab. 

6. Die Wirkung von NH, ist ungleichmaBig und hangt von der 
jeweiligen Lage des Saéure-Base-Gleichgewichts ab. Ist die Alkali- 
reserve vor dem Versuch niedrig, so wird sie durch Ammoniak erhéht, 
der Harn wird gleichzeitig saurer und der Base-Saurequotient gréBer. 
Im entgegengesetzten Falle, bei hoher Alkalireserve, wird diese durch 
Ammoniak nur wenig beeinfluBt, der Harn alkalischer und der Base- 
Sdurequotient niedriger. 








Uber das Verhalten von Phosphatpuffergemischen 
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I. Einleitune. 

Aus den vorhergehenden Arbeiten geht unter anderem die Tatsach: 
hervor, daB die Wasserstoffionenkonzentration des Harns, die nach 
den herrschenden Anschauungen durch ein Gemisch von primaren und 
sekundaren Phosphaten reguliert wird, fast niemals genau den Wert 
aufweist, der sich aus dem Verhiltnis beider Phosphate berechnen 
J4Bt und daB die Abweichung von dem errechneten Werte im allgemeinen 
um so gréBer erscheint, je héher der Base-Saurequotient des Harns 
ist. Nun ist aber der Base-Saurequotient in erster Reihe von dem 
Verhaltnis abhangig, in dem der Ammoniakgehalt des Harns zur Meng: 
der fixen Basen steht, so daB wir die Abweichung gewisser Harne von 
der klassischen Theorie bereits weiter oben auf ihren hohen Ammoniak- 
gehalt bezogen haben. 

Die Tatsache, daB die allgemein angenommene Theorie die Be- 
dingungen, die die Wasserstoffionenkonzentration (oder Aktivitat) im 
Harn bestimmen, nicht vollstandig erfaBt, bleibt auch dann zu Recht 
bestehen, wenn wir die Schwankungen beriicksichtigen, die die reduzierte 
zweite Dissoziationskonstante der Phosphorséiure infolge von Ver- 
inderungen der Aktivitatsfaktoren der Anionen H,PO! und HPO’ 
({, bzw. f,) erfahren kann. Aus den Untersuchungen von Michaelis 
und Kriiger! geht nimlich hervor, daB genannte reduzierte Konstante : 


hi 


’ =k 
he 


in Gegenwart von Neutralsalzen, deren Konzentration 1 1 


1 Michaelis u. Kriiger, diese Zeitschr. 119, 307, 1921. 
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nicht tiberschreitet, héchstens einen Wert von etwa 6. 10 7 erreichen 
kann, wahrend die entsprechende Pufferkonstante des Harns, dessen 
Gesamtelektrolytkonzentration wohl niemals auch annahernd so hoch 
ist, gelegentlich bis zu fast zehnmal héhere Werte aufweisen kann. 


Wie bereits erwahnt, haben wir von Anfang an diese Erscheinung 
darauf zuriickgefiihrt, daB im Harn ein Teil der Kationen des Phosphat- 
gemisches aus NH, besteht, also aus dem Kation einer schwachen 
Base. Statt des klassischen Puffergemisches, das aus einer schwachen 
Saure und einem ihrer mit einer starken Base gebildeten Salze besteht, 
haben wir es hier also mit einem Gemisch zu tun, in welchem zumindest 
ein Teil der vorkommenden basischen Elemente ebenfalls schwach ist. 
Da wir in der Literatur Angaben iiber das Verhalten derartiger Puffer- 
gemische nicht angetroffen haben, beschlossen wir, systematische Unter- 
suchungen iiber die vorliegende Frage auszufiihren. 

Bevor wir jedoch unsere eigentliche Fragestellung beziiglich des 
Unterschiedes zwischen dem Verhalten der klassischen Puffergemische 
und dem des neuen Typus in Angriff nehmen konnten, muBte erst 
festgestellt werden, mit welcher Genauigkeit die iibliche Puffergleichung 
die Verhaltnisse darstellt, die bei den allgemein angewandten Mischungen 
von primérem und sekundirem Alkaliphosphat vorliegen. Da von 
allen Messungen, die beziiglich der Wasserstoffionenkonzentration von 
Phosphatgemischen bekannt geworden sind, die von Sdrensen' wohl 
den Anspruch auf die gréBte Genauigkeit erheben dirften, haben wir 
unsere Untersuchungen mit einer Analyse der Angaben dieses Forschers 
begonnen. 


Il. Analyse der Sérensenschen Wasserstoffzahlen fiir Phosphatpuffergemische. 


Nach der klassischen Theorie der Puffergemische sollte die Wasser- 
stoffionenkonzentration in Gemischen primarer und — sekundarer 
Phosphate der Gleichung: 

l—z2x 
h = k —— (1) 
x 
yeniigen, wo x die Konzentration der sekundaren Phosphate darstellt, 
wenn wir die Menge der gesamten Phosphate gleich 1 setzen. Nach 
der Aktivitatstheorie muB in dieser Gleichung die Konstante k durch 
; . hy a 
die reduzierte Konstante k’ = ff ersetzt werden, wo /, den Aktivitats- 
9 
faktor der H,PO)-Ionen und /, den der HPO” bedeuten. Um die 
reduzierte Dissoziationskonstante fiir eine gegebene Puffergemischreihe 


1 Sdrensen, Ergebn. d. Physiol. 12, 393, 1912. 
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zu bestimmen, muB die Wasserstoffzahl fiir das Gemisch ermitte!t 
werden, in dem 2 gleich 1 x ist. Aus der Gleichung: 
h—e—* (2 
xr 
folgt, daB in diesem Falle A gleich k’ ist. Ist nun der Wert von &’ fii 
eine gewisse Gesamtkonzentration an Phosphaten bekannt und wird 
dieselbe konstant gehalten, so hangt die Wasserstoffzahl nur vom 


l—r 
Verhaltnis = ab und miiBte fiir jeden Fall auf Grund der Glei 


chung (2) oder ihres logarithmischen Aquivalenten: 
pu = py + log ‘eae (3 
errechnet werden kénnen. 

Wenn wir nun dieses Verfahren auf die Phosphatgemische von 
Sérensen anwenden, so erhalten wir die pa-Werte, die in der zweiten 
Spalte der Tabelle I zusammengestellt sind, wihrend die von diesem 
Forscher experimentell bestimmten Werte fiir dieselben Mischungs- 
verhaltnisse in der dritten Spalte enthalten sind. Wie ersichtlich, 
sind die beiden Zahlenreihen nicht identisch und der Unterschied 
zwischen denselben wird um so gréBer, je mehr wir uns von dem Ver- 
haltnis i > a 1 entfernen. Es zeigt sich ferner, daB bei Erhéhung 
des Verhaltnisses des sekundaéren zum primaren Phosphat die ge- 
messenen Werte fiir px immer kleiner ausfallen als die berechneten, 
wahrend bei Herabsetzung dieses Verhaltnisses das Gegenteil zutrifft 
Dieser vollkommen regelmaBige Gang der Abweichung zwischen den 
berechneten und den gefundenen Werten, beweist schon fiir sich allein, 
daB diese nicht eine Folge von Messungsfehlern darstellt, sondern ihre 
Ursache in den Eigentiimlichkeiten der Puffergemsiche selbst hat. 

Zunachst kénnte allerdings daran gedacht werden, daB die Unter- 
schiede zwischen den berechneten und den von Sérensen gefundenen 
Werten ihre Ursache in der verschiedenen Wirkung der veranderlichen 
Mengen von Na- und K’-Ionen auf die Aktivitat der beiden Arten 
von Phosphationen haben kénnten, da das Verhaltnis und selbst die 
Gesamtmenge der genannten Kationen sich von einem Sdrensenschen 
Gemisch zum anderen andert. So ergibt sich z. B. in dem Gemisch 5: 5 
die Konzentration der K-Ionen zu n/30, die der Na-lonen zu n/15, 
im Gemisch 2: 8 dagegen die der K-Ionen zu n/19 und die der Na-Ionen 
zu n/38, und in dem Gemisch 8:2 die der K-Ionen zu n/76 und die 
der Na-Ionen zun/95usw. Wie weiter unten gezeigt werden wird, kann 
diese Tatsache fiir die beschriebenen Abweichungen von der Theorie 
dennoch nicht verantwortlich sein, da dieselben in fast identischer Form 
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auch dann beobachtet werden kénnen, wenn die ange wendeten Phosphat- 
vemische nur eine Art von Kationen enthalten, deren Konzentration 
n der ganzen Reihe praktisch unverandert belassen wird. 

Da wir eine theoretische Begriindung fiir die Abweichungen der 
Zahlen Sdérensens von den mittels der Gleichung (3) berechneten nicht 
geben kénnen, haben wir versucht, zumindest eine empirische Formel 
aufzufinden, die die tatsichlich beobachteten Verhaltnisse mit gréBerer 
Genauigkeit darstellt als die klassische Pufferformel. Zu diesem Zwecke 
gingen wir von der vollstandig regelmaBigen Kurve aus, mittels welcher 
Sérensen die Abhangigkeit zwischen pu und dem Gehalt der Gemische 
an sekundirem Phosphat darstellt. Aus der Vorschrift, nach welcher 
die Sdrensenschen Gemische hergestellt werden, geht hervor, daB wir 
die oben angewandte Ausdrucksweise auch hierbei gebrauchen kénnen, 
wenn wir den zehnten Teil der fiir die einzelnen Gemische angegebenen 
Anzahl Kubikzentimeter sekundires Phosphat gleich x setzen. Fiir 
unsere Zwecke schien es ferner von Vorteil, die von Sdrensen gebrauchten 
Koordinaten auszutauschen und die Werte fiir x auf die Abszisse, fiir 
pu auf die Ordinate aufzutragen. 

Die einfache Betrachtung der so konstruierten Kurve (Abb. 1) 
zeigt bereits, daB der Differentialquotient dpy/dx gegen beide Enden 
der Kurve zunimmt und bei x = 0,5 durch ein Minimum hindurch- 
geht. Die beiden Enden nahern sich offenbar asymptotisch den 
Ordinaten x=0 bzw. x=1, so daB fiir diese beiden Werte 
von x obige Ableitung den Wert °% an- 
nehmen diirfte. Eine Gleichung, die 
diesen Bedingungen geniigt und daher 
wohl die der Sérensenschen Kurve sein 
kénnte, ist: 


9,0} 


d (pr) a 
dz z(1l— 2) 


Durch Integration erhalten wir dann 
die Gleichung: 


pu — a ln ——4+C. (5) 





Ersetzen wir den natiirlichen Loga- 
rithmus durch den dekadischen und 
setzen a.Inl0 =n, so geht die 
Gleichung (5) in: 








pu = n log —— 4 C (6) 7 
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Phosphatgemische nach Sdrensen. 


mit 


xrist. Dies ist, wie bekannt 
So erhalten wir: 


oder, wenn wir anstatt py, die Wasserstoffzahl h ausdriicken wolle 


Wir kénnen auch, wie oben auseinandergesetzt wurde, statt k’ auct, 


Wie ersichtlich, unterscheidet sich die Gleichung (8) von de! 
klassischen Pufferformel nur durch die Gegenwart des Exponenten : 
und wird gleichlautend mit der obigen Gleichung (2), wenn n de: 
Nun ergibt sich aber, daB die Sdérensensche Kurv: 
0,95 setzen und ein Vergleic! 
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Gemessen 


8.658 
8.34 
8.04 
7.73 
7,38 
7.17 
6,98 
6,81 
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Nach 
der korrigierten 
Formel berechnet 


8.70 
8.32 
8.03 
7,72 
7,38 
7,16 
6.98 
6.381 
6.64 
6.46 
6,24 
5.91 
5.59 
5.30 
4,92 
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Es scheint demnach, daB unsere Gleichung die Bedingungen, die 
die Wasserstoffzahl in den Phosphatgemischen von Sérensen beherrschen, 
tatsdchlich richtig wiedergibt, woran der Umstand, daB wir eine physiko- 
chemische Deutung des Exponenten » einstweilen noch nicht geben 
kOnnen, nichts zu andern vermag. 


Ii. Bestimmung der Wasserstoffzail in Kalium- und Ammoniumphosphat- 
gemischen, 

Es wurde bereits weiter oben darauf hingewiesen, daB die Sdrensen- 
schen Phosphatgemische, die ja vornehmlich zu praktischen Zwecken 
ausgearbeitet worden sind, von unserem Gesichtspunkt aus betrachtet, 
an dem Ubelstand leiden, daB in ihnen die Konzentration der beiden 
vorhandenen Alkalikationen von einem Gemisch zum anderen nicht 
unbetrichtlichen Veranderungen unterworfen ist. Wenn wir nun 
beriicksichtigen, daB die Aktivitatsfaktoren der Ionen H, PO, und 
HPO,, die in den Gleichungen (2) und (8) vorkommen, von der Kon- 
zentration und der Eigenart simtlicher in der Lésung vorhandenen 
lonen abhangen, laBt sich die Méglichkeit nicht von der Hand weisen, 
daB die Unstimmigkeiten, die zwischen den reellen pxa-Werten und 
den auf Grund der Gleichung (2) berechneten, mindestens zum Teil 
darauf beruhen kénntea, daB die Faktoren /, und f/f, und nameutlich 
ihr Quotient /,/f., die wir fiir die ganze Sdrensensche Phosphatreihe 
stillschweigend als konstant angenommen haben, dies in Wirklichkeit 
nicht sind. Es war daher fiir unsere Zwecke not wenig, die pu-Messungen 
in Phosphatgemischen zu wiederholen, die nur eine einzige Art von 
Alkalikationen enthielten, deren Konzentration in der ganzen Serie 
mindestens annahernd konstant gehalten werden mubte. In Phosphat- 
gemischen laBt sich dieses Ziel offensichtlich lange nicht mit derselben 
Vollkkommenheit erreichen, wie in manchen anderen Fallen, da, um die 
Kationenkonzentration genau konstant halten zu kénnen, die absolute 
Konzentration an Phosphaten variiert werden muB, was vom theoreti- 
schen Standpunkt aus ebenfalls unerlaubt ist. Wir haben uns deshalb 
darauf beschranken miissen, die Gesamtkonzentration an Phosphate 
in der ganzen Serie innerhalb der Grenzen von 0,075 und 0,10 mol., 
die des von uns als Alkalikation allein verwendeten Kaliums zwischen 
0.10 und 0,15 n zu belassen. 

Diese kleinen Schwankungen in der Salzkonzentration unserer 
Gemische konnten wir um so eher auBer acht lassen, da doch, wie 
bereits oben erwahnt wurde, der eigentliche Zweck dieser Unter- 
suchungen nicht die Bestimmung der absoluten Wasserstoffzahl in 
den tblichen Phosphatgemischen an und fiir sich war, sondern die 
Feststellung des Einflusses, den die Substitution eines Alkalikation~ 
durch N H_-Tonen auf dieselbe ausiibt. Die einzige Regel, an die wir 
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uns demnach mit absoluter Scharfe halten muBten war, die Ammoniun entha 
phosphatgemische auf genau dieselbe Weise zuzubereiten, wie di ibere 
entsprechenden aus primaérem und sekundaérem Kaliumphosphat be. ‘Label 
stehenden. berec! 
Unsere simtlichen Gemische wurden aus drei sorgfaltig praparierten Werte 
und kontrollierten Stammlésungen bereitet: 1. H,PO, m/1, 2. KOH Serie 
n/l und 3. NH, n/l. Die primaren Phosphate wurden durch Mischung 6,81 
gleicher Teile Phosphorsiure und einer der beiden Basen erhalten, di konze 
sekundiren Phosphate durch Vermischen von 1 Teil Phosphorsdur Gemis 
und 2 Teilen der betreffenden Base. Die vier Phosphatlosungen wurde) sache, 
in einer Konzentration von m/4 hergestellt, in verschiedenen Ver- schied 
haltnissen gemischt und schlieBlich auf die angegebene Konzentration der S 
gebracht. Expor 
Die Wasserstoffexponenten wurden elektrometrisch mit Hilf dort g 
eines Potentiometers von Leeds und Northrup und einem Spiege!- die ob 
galvanometer als Nullinstrument gemessen. Als Wasserstoffelektrod N 
gebrauchten wir den von Clark angegebenen Typus, als Bezugselektrode schied 
eine gesittigte Kaliumelektrode. Die Messungen wurden bei 18° aus. - VOI 
gefiihrt und nach den Angaben von Michaelis! auf pa umgerechnet Natriu 
Die auf diese Weise erhaltenen pu-Werte fiir die Kalium- und lich nv 
a Ammoniumphosphatserien sind in der zweiten und vierten Spalte de: bestim 
H Tabelle Il zusammengestellt. Die fiir die Kaliumphosphatgemisch« die Me 
4 Tabelle II. oe 
ae ; My , mische 
pu in verschiedenen Kalium- und Ammoniumphosphatgemischen. ; 
bezie he 
Kaliumphosphatgemische Ammoniumphosphatgemische der Ta 
: heey z Pu die vie 
berechnet nac! 3 l h 
Px Pu Gleichung (11) weiche 
sd berechnet nach berechnet nach - = pu- Wet 
J l—z Pu Gleichung (7) PH Gleichung (7) Pra "? 
gemessen n = 0,% gemessen n = 0,94 Pep = 4,76 En 
Py = 6,78 P, == 6,58 Pr» = 14,14 daB di 
ae kleiner 
Ansche 
sim 64/1 8,47 8,49 7,80 8,27 7,82 einmal 
! 32/1 8,19 8,21 7,72 7.99 7,70 BS 
+ 16/1 7,91 7,92 7,63 7,71 7,62 al Xx 
ie 8/1 7,63 7,63 7,38 7,43 7,39 alkalisc 
in 4/1 735 7.35 7,12 7,15 7,14 in Erse 
af 2/1 7,07 7,07 6,84 6,86 6.86 7 
11 6.78 6.78 6.58 6.58 658 dies sch 
tae 1/2 6,49 6,49 6,30 6.30 6,30 mit beic 
A 1/4 6.21 6,20 6.01 6,01 6,01 ; 
1/8 592 | 5,91 5,73 5,73 5,78 Die 
1/16 564 | 5,62 5,44 5,45 5,45 ; 
—_——_—_ ; ; ; héhung 
1 Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration I. Aufl., Berlin 1914. 
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enthaltenen Werte stimmen im wesentlichen mit denen von Sdérensen 
iiberein. Dies geht namentlich aus der dritten Spalte der erwihnten 
‘tabelle hervor, die die entsprechenden, auf Grund der Gleichung (7) 
berechneten Werte enthalt. Die Ubereinstimmung mit den empirischen 
Werten der Spalte 2 ist auch hier befriedigend. Von der Sérensenschen 
Serie weicht die unsere nur insofern ab, als hier p, sich zu 6,78 anstatt 
6,81 ergibt. Dieser Unterschied wird durch die verschiedene Gesamt- 
konzentration und das vollkommene Fehlen von Na-Ionen in unseren 
Gemischen hinreichend erklart. Bemerkenswert erscheint die Tat- 
sache, daB die erwahnten Unter 

schiede zwischen unserer Serie und 40 
der Sérensens keinen EinfluB auf den 
Exponenten m haben, der hier wie 
dort gleich 0,95 erscheint. (Siehe auch 
die obere Kurve der Abb. 2). 


Nachdem die pu- Werte fiir die ver- 
schiedenen Kaliumphosphatgemische 
- von denen die der entsprechenden 
Natriumphosphatgemische sich sicher- 
lich nur unwesentlich unterscheiden — 
bestimmt worden waren, fiihrten wir 
die Messungen an den genau analog 
hergestellten Ammoniumphosphatge- 
mischen aus. Auf diese Lésungen 
beziehen sich die drei letzten Spalten 
der Tabelle II, von denen wir zuerst 
die vierte Spalte betrachten wollen, 
welche die experimentell ermittelten 
pu- Werte enthalt. 








Ein Vergleich dieser Zahlen mit denen der zweiten Spalte ergibt, 
da die px-Werte fiir die Ammoniumphosphatgemische durchwegs 
kleiner sind als die der entsprechenden Kaliumphosphatgemische. 
Anscheinend beruht dieser Unterschied auf zwei Ursachen, indem 
einmal die logarithmische Konstante p, fiir die Ammoniumphosphat- 
reihe kleiner ist als fiir die Kaliumphosphatserie und dann, indem am 
alkalischen Ende der Ammoniumphosphatreihe ein weiterer Faktor 
in Erscheinung tritt, der die py-Werte noch weiter herabdriickt, als 
dies schon durch die Verkleinerung von p,, der Fall ist. Wir wollen uns 
mit beiden Faktoren gesondert befassen. 


Die Herabsetzung von p, oder — was dasselbe bedeutet — die Er- 
i Faas, ; 
héhung der reduzierten Konstante k’ weist, da k’ = om ist, darauf hin, 


2 
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daB der Quotient der beiden Aktivitatsfaktoren /,/f, in Gegenwart 
von Ammoniumionen gréBer ist als in der von Kaliumionen. Aus 
Griinden, die weiter unten auseinandergesetzt werden sollen, halten 
wir es fiir in hohem MaBe wahrscheinlich, daB der Wert von /,, d. h. der 
Aktivitaétsfaktor der Ionen H,PO/, in analog zusammengesetzten 
Kalium- und Ammoniumphosphatgemischen, nicht merklich ver- 
schieden ist und daf demnach der Unterschied in dem Werte des 
Quotienten /,//, auf eine Herabsetzung von /, in Gegenwart von N H.,- 
Ionen zuriickzufiihren ist. Da die Gesamtkonzentration in beiden 
Fallen die gleiche ist, muB es sich offenbar um eine spezifische Ein- 
wirkung der N H,-Tonen handeln, die in der Ausdrucksweise der klassi- 
schen Dissoziationstheorie im Sinne einer geringeren Dissoziation von 
(NH,), .H. PO, gegeniiber K,HPO, gedeutet werden wiirde. Eine 
unmittelbare Messung der Aktivitét der hier in Frage kommenden 
Ionen ist einstweilen nicht méglich, doch werden wir weiter unten 
zeigen, daB der osmotische und der Leitfahigkeitsfaktor der HPO’- 
Ionen tatsichlich in Gegenwart von K’-Ionen gréBer ist, als in der 
von NH,-Ionen. 


Um den Wert des Quotienten /,/f, zu berechnen, kénnen wir die 
, 


' fi, _k 
Gleichung i, = = verwenden. Der Wert von k (zweite Dissoziations- 
2 


k 
konstante der Phosphorséure) ist bei 18° bekanntlich etwa 8 . 10~°, 
woraus sich fiir unser Kaliumphosphatgemisch der Wert : 


a eee 
| eee SS ee 

und fiir das Ammoniumphosphatgemisch : 
tk: | 
f,  8.10-8 


ergibt. Der Einflu8, den die Gesamtkonzentration und die Gegenwart 
von anderen Elektrolyten auf diese Werte ausiiben, wird uns in einem 
folgenden Absatz beschaftigen. 


Setzen wir den fiir die Ammoniumphosphatgemische errechneten 
Wert fiir /,//, in die Gleichung (8) ein, so erhalten wir fiir px die Zahlen, 
die in der vorletzten Spalte der Tabelle IT enthalten sind. Wie ersichtlich, 
stimmen die berechneten Werte in der saueren Halfte der Serie, bis 


x 
etwa =. 2, mit den gemessenen gut itiberein. Von hier an wird 
jedoch die Ubereinstimmung immer weniger zufriedenstellend, um bei 
den alkalischsten Gliedern ganzlich zu versagen. Es mu8 daher an- 


genommen werden, daB in diesen weniger sauren Lésungen irgendein 
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weiterer Umstand auftritt, der die Wasserstoffzahl beeinfluBt und 
welcher in unserer Gleichung nicht beriicksichtigt wird. 

Betrachten wir nun die Tatsache, daB das sekundére Ammonium- 
phosphat, als das Salz einer schwachen Base und einer noch schwacheren 
Saure, nicht unbetrachtlich hydrolysiert sein muB, war es naheliegend, 
in diesem Umstand die Ursache fiir die erwihnte Unstimmigkeit zu 
suchen. Tatsachlich ist es uns dann auch gelungen, unter Beriick- 
sichtigung der Hydrolyse des sekundiren Ammoniumphosphats einen 
Ausdruck fiir die Wasserstoffzahl zu entwickeln, welcher auch im 
alkalischen Gebiet mit den gemessenen iibereinstimmende Werte 
liefert. 

Zu diesem Zwecke gehen wir von der Gleichung (8a) aus: 

‘1 — 2z\" 
h— Kr( ‘) 
fh S ; 
Die uns interessierende hydrolytische Reaktion kann folgendermaben 
dargestellt werden: 
NH, + HPO, + H,0 @NH,.OH + H,PO}. 
Infolge der Hydrolyse nimmt also die Menge des sekundéren Phosphats 
ab, und die des primaren zu. Bezeichnen wir die Menge des hydroly- 


sierten sekundadren Phosphats mit y, so erhalten wir aus obiger 
Gleichung: 


p—po(le2 ty). 
f,\ w«—y » 
Mittels einer einfachen algebraischen Umformung laBt sich dieser 
Ausdruck in: 
h—k a(t ee. | (9) 
fpl x x(x — y) 


iberfiihren. 

Da y stets nur einen kleinen Bruchteil von x darstellt, diirfen wir 
ohne wesentlichen Fehler zu begehen, schreiben: 

l1—xz, y\* 
Awan GS { yy". (9a) 
fo \ 2 x) 

Um den Wert von y zu berechnen, wenden wir das Massenwirkungs- 
gesetz auf die oben dargestellte hydrolytische Reaktion an: 


(NH,.O8)-/,-(H,PO)] _ be 

A, fo[NH,].fg[H PO") kak,’ 
wo k,, die Dissoziationskonstante des Wassers, k, die zweite Konstante 
der Phosphorséure und k, die des Ammoniaks darstellt. In unseren 
Gemischen ist nun [NH,.OH] offenbar gleich y, [H,PO/] gleich 


X* 
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1—2+ y, [NH,] gleich 2(2—y)+1-—2+ y oder einfacher: 
1+ 2 —yund [HPO'] gleich x ~~ y. So erhalten wir die Gleichung 
y(l—x+y) kp 
AA O+ ey (e—y) kak, “as 
Auch hier kénnen wir y iiberall vernachlassigen, wo es als positiver oder 
negativer Summand neben z steht. Wenn wir gleichzeitig die Gleichung 
nach y auflésen, gelangen wir zum Ausdruck: 


x(1+ 2) 


b. . 
y= k, ky A f j (10a) 


— Zz 
Nun ist k, in den Gleichungen (10 und (10a)) offenbar identisch mit / 
in der Gleichung (9a). So entsteht aus der Kombination der beiden 
letzteren die Gleichung: 
_, Afi—z , be , l+2PF 

b= by BS + he a aral: (11) 
Dies ist demnach die Gleichung, die angewandt werden muB, wenn 
der EinfluB der Hydrolyse des sekundéiren Ammoniumphosphats auf 
die Wasserstoffzahl beriicksichtigt werden soll. Es ist offensichtlich, 
daB, wenn die mit dem Phosphat verbundene Base stark ist, wie im 
weiter oben behandelten Falle, der Bruch k,,/k,k, praktisch gleich Null 
wird und somit die Gleichung (11) in die (8) iibergeht. Es ist des weiteren 
leicht einzusehen, daB, wahrend das erste Glied des in Klammern 
stehenden Ausdruckes mit steigendem z abfallt, das zweite Glied 
gleichzeitig ansteigt, so daB die Bedeutung dieses letzteren um so mehr 
hervortritt, je gréBer x ist, d. h. je héher das Verhaltnis des sekundaren 
zum primaren Phosphat. Von welchem zahlenmaBigen Verhaltnis 
an das zweite Glied praktische Bedeutung erlangt, hangt natiirlich 


w 


ff? ab. Um diesen berechnen zu 


ky ky 
kénnen, miBten die beiden Aktivitaétsfaktoren f/, und /, bekannt sein, 
was, wie friiher bereits erwahnt, nicht der Fall ist. Es zeigt sich jedoch, 
daB die Gleichung (11) mit den Messungen gut tibereinstimmende 
Werte ergibt (siehe letzte Spalte der Tabelle Il), wenn /f, gleich 0,93 
und f, gleich 0,29 gesetzt wird. Diese Werte erscheinen auf Grund der 
weiter unten zu besprechenden osmotischen und Leitfahigkeitsfaktoren 
durchaus nicht unwahrscheinlich, und ihr Quotient ist in Uberein- 
stimmung mit den obigen Ausfiihrungen annahernd gleich 3,25. 


vom Werte des Ausdruckes 


IV. Der EinfluB der Gesamtkonzentration und der Neutralsalze auf die Wasser- 
stoffzahl von Kalium- und Ammoniumphosphatgemische n. 

In den bisher besprochenen Versuchen trachteten wir die Kon- 

zentration simtlicher lonen der Puffergemische —- mit Ausnahme der 
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H’-lonen — so genau wie méglich konstant zu halten. Auf diese Weise 
wurde es méglich, die Werte fiir /; und f, und demnach auch fiir k’ 
innerhalb der einzelnen Pufferreihen als konstant anzusehen. 

Im allgemeinen und namentlich im Harn befinden sich aber die 
Phosphatpuffergemische in Lésungen, die mehr oder weniger groBe 
Mengen von Neutralsalzen enthalten, denen gegeniiber die Konzentration 
der Phosphate selbst unter Umstanden vollkommen zuriicktritt. Fiir 
unsere Fragestellung war es daher von Bedeutung, den EinfluB zu 
vergleichen, den die Gesamtkonzentration der Lésung und die Gegen- 
wart von Neutralsalzen auf die Wasserstoffzahl von Kalium- und 
Ammoniumphosphatgemischen ausitiben. Es war von vornherein 
offenbar, daB jeder derartige EinfluB sich in einer Anderung der redu- 
zierten Dissoziationskonstante k’ kundgeben miisse, und wir konnten 
uns daher in diesem Teile unserer Arbeit darauf beschranken, den 
Wert von p, unter verschiedenen Bedingungen zu ermitteln. In den 


hier zu besprechenden Versuchen wurde demnach das Verhaltnis ; 


konstant gleich 1 gehalten und nur die absolute Menge der Phosphate 
oder die der vorhandenen anderen Ionen variiert. 

Wir wollen uns hier zunichst mit den Gemischen befassen, in 
denen die Konzentration der Phosphationen konstant belassen wurde 
und nur die der Kationen Verainderungen erfuhr, indem von einem 
reinen Kaliumphosphatgemisch ausgehend sukzessiv immer gréBere 
Mengen Kalium durch Ammonium ersetzt worden sind. Auf eine solche 
Serie beziehen sich die Angaben der Tabelle III. Die Gesamtkonzentra- 


Tabelle I11. 


Variation von px in Gemischen von Kalium- und Ammoniumphosphaten. 
Gesamtkonzentration: m/5. 





Verhiltnis von 


K zu H,N PH 
3:0 6,68 
2: 6,35 
1:2 6,45 
0:3 6,44 


tion an Phosphaten war in simtlichen Gemischen m/5, das Verhiltnis 
von Kalium- zu Ammoniumionen wie in der ersten Spalte angegeben. 
Wie ersichtlich, zeigt diese Reihe ein Minimum fiir px bei dem Kationen- 
verhaltnis von 3K’:1NH, Dieses Verhiltnis entspricht etwa dem, 
welches zwischen den Phosphaten des Ammoniaks und der fixen Basen 
im Harn besteht, wenn der Base-Saéurequotient gleich | ist. Es diirfte 
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demnach eine gewisse Bedeutung fiir unsere Fragestellung haben, 


daB gerade bei diesem Kationenverhaltnis p, am kleinsten ist. 
Die Gemische der nachsten Serie enthielten ebenfalls nur primiare 
und sekundére Phosphate, jedoch in wechselnden Gesamtmengen. 


Die Tabelle IV und die dazugehérige Abb. 3 zeigen, wie py von der 


Gesamtkonzentration der Phosphate abhangt. Hierbei stellt die Abs- 
zisse der Abb. 3 den Logarithmus des Molarvolumens fiir Gesamt- 
phosphat dar. Mit Zunahme der Gesamtkonzentration nimmt p, ab, 
wobei der Abfall in Ammoniumphosphatgemischen steiler ist als in 
Kaliumphosphatgemischen. Innerhalb des untersuchten Gebietes sind 
beide Kurven praktisch linear. 


Tabelle IV. 


Variation von py in Phosphatgemischen von verschiedener Konzentration. 
k 





Kaliumphosphat- Ammoniumphosphat- 
gemische gemische 


Konzentration 


m/50 6,93 6,79 
m/25 6,86 6,63 
m/12,5 6,78 6,58 
m/5 6,67 6,44 





L | 
25 125 


— >Vm 


Abb. 3. 





In einer weiteren Versuchsreihe hielten wir die Konzentration der 
Phosphate konstant, fiigten jedoch steigende Mengen von NaCl zu 
den Gemischen hinzu. Die Resultate dieser Serie ergeben sich aus 
Tabelle V und Abb. 4. Der Einflu8 von NaCl auf Phosphatpuffer vom 
Typus unseres Kaliumphosphatgemisches war schon aus den Unter- 
suchungen von Michaelis und Kriiger (a.a.O.) bekannt, und unsere 
Messungen bestatigen im wesentlichen die Angaben dieser Autoren. 
Die allgemeine Form der entsprechenden Kurve fiir Ammonium- 
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Tabelle V. 
Variation von py in Phosphatgemischen (m/50) in Gegenwart verschiedener 
Mengen von NaCl. 





Na Cl- Kaliumphosphat- Ammonium phosphat- 


Konzentration gemische gemische 
0 6,93 6,79 
n/25 6,86 6,72 
n/59 6,77 6.63 
nd 6,66 6,50 
n/2 6,46 6,24 
n/1 6,23 5,94 

















Mis Yo "je 


—_> MaC/ 


Abb. 4. 


phosphatgemische stimmt mit der obigen tiberein, doch ist der Abfall 
von py, auf NaCl-Zusatz proportional gréBer bei den letztgenannten 
Gemischen als in den zuerst erwahnten. Auch dieser Befund ist nicht 
ohne Interesse fiir die Harnreaktion, wenn wir beriicksichtigen, daB 
die Phosphatpuffer des Harns sich in Gegenwart eines nicht unbetracht- 
lichen Uberschusses an Neutralsalzen und insbesondere an NaCl be- 
finden. Die hier mitgeteilten Tatsachen stellen demnach zumindest 
eines der Griinde dar, weshalb Harne mit hohem Ammoniakgehalt im 
allgemeinen saurer sind als nach ihrem Gehalt an primaren und sekun- 
dairen Phosphaten zu erwarten ware. 


Unsere bisher besprochenen Messungen zeigen, daB die Unter- 
schiede zwischen dem Verhalten von Kalium- und Ammoniumphosphat- 
gemischen im wesentlichen auf zwei Ursachen zuriickzufiihren sind, 
nimlich einmal die Abnahme des Aktivitatsfaktors der HPO’-Ionen 
in Gegenwart von NH,-Ionen und zweitens die Hydrolyse des sekun- 
diren Ammoniumphosphats. Fir die Harnaziditét hat zweifellos der 
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erste Umstand die weitaus gréBere Bedeutung, da der zweite nur bei 
alkalischer Reaktion merklich in Erscheinung tritt, wie sie im Harn 
nur selten vorkommt. Es sind demnach in erster Reihe die Schwan- 
kungen des Aktivitaétsfaktors /,, die unser besonderes Interesse bean 
spruchen. Da jedoch, wie erwahnt, eine unmittelbare Bestimmung 
dieser GréBe nicht méglich ist, haben wir uns damit begniigen miissen, 
dieselbe auf Grund der gemessenen py-Werte und mittels der von 
uns entwickelten Pufferformel (11) zu berechnen. Es schien dem- 
entsprechend wiinschenswert, diese Untersuchungen mit der  Be- 
stimmung der osmotischen und Leitfahigkeitsfaktoren der verschiedenen 
in Frage kommenden Phosphate zu erganzen, da, obwohl eindeutige 
Beziehungen zwischen den drei Abweichungskoeffizienten nicht bekannt 
sind, die Aufdeckung eines Parallelismus zwischen den gefundenen 
GréBen der direkt bestimmbaren Faktoren und den gemaB unseren 
Anschauungen geforderten Werten fiir die Aktivitatsfaktoren immerhin 
als eine nicht unwesentliche Stiitze fiir die Richtigkeit der letzteren 
angesehen werden dirfte. 


V. Gefrierpunkts- und Leitfihigkeitsmessungen an Kalium- und 
Ammonlamphosphatlisungen. 

Zum angegebenen Zwecke haben wir eine Reihe von kryoskopischen 
und Leitfaihigkeitsmessungen an verschieden konzentrierten Lésungen 
der vier in Frage kommenden Phosphate ausgefiihrt. Als Stamm- 
lésungen wurden auch hierbei dieselben gebraucht, deren wir uns bei 
Anfertigung der verschiedenen Puffergemische bedienten. Ausgehend 
von den erwahnten konzentrierten Lésungen (m/4) wurden verschiedene 
Verdiinnungen hergestellt, die auf die iibliche Weise kryoskopiert und 
der Leitfaihigkeitsmessung bei 25° unterworfen worden sind. 


Tabelle VI. 


Gefrierpunktserniedrigung in Kalium- und Ammoniumphosphatlésungen. 





Yara K, HPO, (N Hy). HPO, KH, PO, NH, .H, PO, 


tration 


4 fo 4 fo oy fo 4 fo 





0,26 0,62 0,22 0,90 0,22 0,90 


m/16 0,30 0,80 
m/8 0,58 0,75 0,51 0,60 0,40 0,73 0,40 0,73 
m/4 1,085 0,65 0,93 0,51 0,78 0,69 0,79 0,71 


Die Tabelle VI enthalt die Werte von A und f, fiir verschieden 
konzentrierte Lésungen der vier untersuchten Phosphate. Bei der 
Berechnung von /, wurden die primaren Phosphate als binare, dic 
sekundaren Phosphate als ternare Elektrolyte behandelt, da die Wasser- 
stoffionenabdissoziation in beiden Fallen so gering ist, daB die Ionen 
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H,PO; und HPO/ fiir die Zwecke der Kryoskopie als nicht weiter 
dissoziiert angesehen werden kénnen. Hiernach berechneten wir den 
osmotischen Faktor fiir die primaren Phosphate aus der Gleichung: 


i dat vd — 1,85 
— 1,85 
und fiir die sekundaren Phosphate: 
ro v.4— 1,85 
oo ae 


wo v das Molarvolumen der Lésung bedeutet. 

In der Tabelle VII sind die Resultate der Leitfihigkeitsmessungen 
enthalten. Wir bezeichnen hier mit 4,, die molare Leitfaihigkeit und 
mit A, ihren Grenzwert bei unendlicher Verdiinnung. Dieser wurde 
in jedem Falle mittels graphischer Extrapolation nach Kohlrausch 
ermittelt. Der Leitfahigkeitsfaktor /, ist gleich dem Quotienten 4,,/A, . 


Tabelle VII. 


Leitfahigkeit von Kalium- und Ammoniumphosphatlésungen bei 25°. 





Konzen- | K2HPO, | NH HPO, | KH,POe | Ny. Hz PO, 
tration dm hi dm 4 dm Nh Am Kj 
m/100 184,0 0,95 172.3 0.89 86.4 0,97 85.8 0,96 
m/50 189,3 0,93 165,9 0,86 84,8 0,95 83.6 0,94 
m/25 176,8 0.91 159.0 0,82 83.0 0,93 81.2 0,92 
m/l1O | 1723 0,89 149.7 0,77 80,6 0,90 78.9 0,89 
m/4 167,2 0,86 1403 0.73 779 0.87 76.0 O86 


Da die mittels Kryoskopie und Leitfahigkeitsbestimmung erhaltenen 
Werte im wesentlichen tibereinstimmen, kénnen wir sie im Zusammen- 
hang besprechen. Von besonderem Interesse ist fiir uns die Tatsache, 
daB die osmotischen und Leitfahigkeitsfaktoren fiir sekundiéres Ammo- 
niumphosphat durchwegs kleiner sind als fiir gleichkonzentrierte 
Lésungen. von sekundérem Kaliumphosphat. Im Gegensatz hierzu 
weisen die primaren Salze keinen merklichen Unterschied auf, was mit 
dem allgemein bekannten Verhalten bindrer Salze gut iibereinstimmt. 
Da jedoch fiir unsere oben entwickelte Theorie nur die Abweichungs- 
koeffizienten der sekundiren Phosphate von Belang sind, kénnen wir 
die Ergebnisse der Kryoskopie und der Leitfahigkeitsmessung im wesent- 
lichen als Bestatigung derselben ansprechen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird gezeigt, daB die klassische Pufferformel die Wasserstoff- 
zahlen in Phosphatgemischen nicht vollkommen richtig wiedergibt. 
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Es wird eine etwas modifizierte Formel entwickelt, die die experimente!|| 
bestimmten Werte mit gréBerer Annaherung darstellt als die klassisc)- 
Gleichung. 

2. In Gemischen von primarem und sekundérem Ammonium 
phosphat ist pa immer kleiner als in den entsprechenden Kalium- 
phosphatgemischen. Dieser Unterschied hat seine Ursache einmal in 
der Herabsetzung der Aktivitaét der HPO*-Ionen in Gegenwart von 
NH,-Ionen und zweitens in der Hydrolyse, die das sekundire Ammo. 
niumphosphat in relativ alkalischen Lésungen erfahrt. Unter Beriick- 
sichtigung dieser beiden Umstande wird eine Puffergleichung fiir 
Ammoniumphosphatgemische entwickelt, die eine zufriedenstellende 
Ubereinstimmung mit den Messungsergebnissen aufweist. 

3. Der Unterschied zwischen der Aziditaét von Kalium- und 
Ammoniumphosphatgemischen nimmt noch zu, wenn die Gesamt- 
konzentration an Phosphaten erhéht oder zu den Gemischen NaC’ 
hinzugefiigt wird. 

4. Die osmotischen und Leitfahigkeitsfaktoren von (N H,),HPO, 
sind ebenfalls geringer als von K,HPO, der gleichen Konzentration. 
Die primaren Phosphate beider Basen weisen hingegen einen derartigen 
Unterschied nicht auf. 
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Uber den oxydativen Abbau des Athylalkohols durch das Blut. 


Von 
Walter Fleischmann und Ernst Trevani. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1930.) 


Uber die oxydative Zerstérung des Athylalkohols durch die einzelnen 
tierischen Zellen und Gewebe ist wenig bekannt. Systematische Unter- 
suchungen hieriiber erscheinen deshalb von Interesse, weil sie neben 
der Lésung der Frage nach den Statten des Alkoholabbaues im Orga- 
nismus einen naheren Einblick in den Mechanismus der biologischen 
Alkoholoxydation gestatten. Nachdem versucht worden war, den 
Abbau des Alkohols in der Muskulatur, insbesondere bei der Muskel- 
arbeit, mittels neuerer Methoden der Muskelchemie zu untersuchen’, 
sollte der Abbau des Alkohols durch das Blut studiert werden. 

In der alteren Literatur liegen iiber diese Frage einige, einander jedoch 
widersprechende Angaben vor, die wohl zum Teil auf methodisch nicht 
einwandfreien Untersuchungen beruhen. Wahrend Jaillet® eine oxydative 
Zerstérung des Athylalkohols durch sauerstoffgesittigtes Blut beschreibt, 
vermissen Battelli und Stern® sowie Kiihn* jeden Umsatz des Alkohols im 
Blute. 

Wir untersuchten getrennt die Fahigkeit der roten und weiben 
Blutkérperchen sowie des Serums, Alkohol oxydativ zu zerstéren, mit 
denselben zwei Methoden, die sich bei den Versuchen iiber den Alkohol- 
abbau durch die Muskulatur bewahrt hatten, nimlich 1. der Fest- 
legung der ersten Stufe des oxydativen Alkoholabbaues des Acet- 
aldehyds mittels des Abfangverfahrens von Newberg, 2. der Unter- 
suchung der Zellatmung nach Warburg. 

Beziiglich der theoretischen und methodischen Erwagungen iiber die 


Anwendung des Neubergschen Abfangverfahrens sei auf die friihere Arbeit 
verwiesen. Es wurde nach den Vorschriften von Neuberg und Gottschalk® 


1 W. Fleischmann, diese Zeitschr. 219, 7, 1939. 

2 J. Jaillet, Paris 1884, zitiert nach Kochmann, Handb. d. Pharm. 1, 
291, 1923. 

3 F. Battelli u. L. Stern, diese Zeitschr. 28, 145, 1910. 

* H. Kiihn, Inaug.-Diss. GieBen 1912. 

5 C. Neuberg u. A. Gottschalk, Klin. Wochenschr. 2, 1485, 1923; diese 
Zeitschr. 146, 164, 1924. 
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124 W. Fleischmann u. E. Trevani: 


verfahren: Ansatz: 50 ccm Blutkérperchenbrei oder Serum vom Pferd 
+ 25cem Tyrodelésung 4- 1 eem aldehydfreier, 99,8 %iger Athylalkolio| 
+ 2g Calciumsulfit (frisch hergestellt). Als Antisepticum wurde 0,5 ¢ 
Optochinum basicum zugesetzt, welches in dieser Konzentration, wie wir 
uns tiberzeugten, nicht himolytisch wirkt. Ebenso iiberzeugten wir uns, 
daB bei einem Gehalt der Suspensionsfliissigkeit von 2% Alkohol keine 
hamolytische Wirkung auf Pferdeblutkérperchen festzustellen ist. Die 
Resultate sind in folgender Tabelle I zusammengestellt. Der Nachweis 
des Acetaldehyds geschah mittels der spezifischen Farbreaktion mit Nitro 
prussidnatrium und Piperidin nach Lewin. 


Tabelle I. 





Ansatz Lewinsche Reaktion 


Weibe Blutkérperchen + Calciumsulfit + 2% Alkohol . || +++ 
” ” + - fi Wicked Wise wine ts) a schwach positiy 

Rote Blutkérperchen + Calciumsulfit + 2% Alkohol. . | ++ 

Serum + Calciumsulfit + 207 Alkohol : a 
RRL. ” Ble oa ate peed wel weg “er wae Fe 0 

Es geht aus diesen Versuchen klar hervor, daB sowohl rote wie 
weiBe Blutkérperchen Alkohol abbauen kénnen. Bei Gegenwart von 
Calciumsulfit wird der entstehende Aldehyd abgefangen, das Serum 
zeigt keine Fahigkeit, Alkohol zu oxydieren, wie dies tibrigens schon 
von Hirsch! festgestellt worden war. 

Bemerkenswert ist vor allem die Fédhigkeit der kernlosen roten 
Blutkérperchen, Alkohol oxydativ zu zerstéren, da diese Formelemente 
sich ja im allgemeinen durch ein auBerst geringes oxydatives Ver- 
mégen kennzeichnen. Wir untersuchten daher auch die Fahigkeit 
roter Blutkérperchen, Alkohol abzubauen, nach Warburg, und fanden 
einen meBbaren Sauerstoffverbrauch von roten Blutkérperchen in 
einer Suspension, die 1°, Athylalkohol enthielt. Ein Versuchsprotokoll 
‘mége als Beispiel fiir zahlreiche gleichsinnige Versuche dienen. 


Protokoll. 


GefaiB 1: 4 ccm Blutkérperchenbrei +- 1 cem Ringerlésung; GefaB 2: 4 ccm 

Blutkérperchenbrei + 1 cem 5%iger Alkohol-Ringer. Die Suspensionen 

enthalten ausschlieBlich rote Blutkérperchen (vom Pferd). | Versuchs- 
temperatur 38°. 





GefaB 1 GefiB 2 


NE Ses bay WO atte is Fee Luft Luft 
te wa er ee 5 %ig. KOH 5%ig. KOH 
GefaSkonstanten in qmm ..... . ko, = 1,5 ko, = 
Druckanderung nach 380Min.. ... . —1imm 

” ° a @. a = 1 ” —= 11 ” 
Daher verbrauchter Og pro me — 1,5 cmm — 16,5 emm 


1 J. Hirsch, ebendaselbst 77, 129, 1916. 
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Oxydativer Abbau des Athylalkohols durch das Blut, 125 


Der vermehrte Sauerstoffverbrauch in der 1° igen Alkohol- 
Ringerlésung ist wohl auf die Oxydation des Athylalkohols zuriick- 
zufiihren, so daB auch dieser Befund zugunsten der Auffassung spricht, 
daB auch die kernlosen Erythrocyten Athylalkohol abbauen kénnen. 
Serum, das 1 °,, Athylalkohol enthielt, ergab keinen meBbaren Sauerstoff- 
verbrauch. 

Es erhellt aus diesen Versuchen, da8 die Oxydation des Athylalkohols 
an die Formelemente des Blutes gebunden ist, also wohl die Folge einer 
Oberflachenwirkung ist. Es sei in diesem Zusammenhang an die An- 
gaben von T'rillat und Santon', wonach Kontaktsubstanzen, wie z. B. 
Holzkohle, Athylalkohol zu Acetaldehyd oxydieren, erinnert. 

Die Oxydation des Athylalkohols zu Acetaldehyd durch Blut- 
kérperchen wird durch m/200 HCN gehemmt, wie aus folgender 
Tabelle IT hervorgeht. 

Tabelle 11. 





Ansatz Lewinsche Reaktion 
Weibe Blutkérperchen + Calciumsulfit + 2% Alkohol . +++ 
OEE Ty ST MORO tho an 0 
Rote Blutkérperchen + Calciumsulfit + 2% Alkohol . poh 
Ra! ls ete Ree ite 0 


Es erscheint daher wahrscheinlich, daB auch beim Alkoholabbau 
die Eisenorte der Zelle eine Rolle spielen, wie dies auch C. Oppenheimer? 
vermutet. Experimentelles Material zu dieser Frage beizubringen, 
erschien schon deshalb nicht iiberfliissig, da die Versuche von Hirsch 
(a. a. O.), der den Abbau von Athylalkohol durch Lebergewebe durch 
Einbringung in 10°, ige KCN-Lésung hemmte, deshalb schwer zu 
deuten sind, weil bei so hohen Blausaéuredosen nicht mehr von einer 
spezifischen Wirkung auf das Atmungsferment gesprochen werden kann. 

Es sei bemerkt, daB bei dieser leichten Oxydierbarkeit des Alkohols, 
wie sie sich durch die Oxydation an den sonst kaum zu Oxydationen 
befahigten Erythrocyten zeigt, wahrscheinlich die Adsorbierbarkeit 
des Alkohols eine begiinstigende Rolle spielt. Es ist ja durch die Unter- 
suchungen von Apitz und Kochmann*® bekannt, daB Erythrocyten 
Athylalkohol in meBbaren Mengen adsorbieren. 

Bei dem von uns nachgewiesenen reichlichen Abbau des Athyl- 
alkohols im Blute wird man auch vermuten diirfen, daB der von Stepp* 


1 A. Trillat u. Sauton, C. r. Acad. d. se. 146. 996, 1908. 

2 C.Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., 2. Bd, 8. 1554. Leipzig 1926. 

3G. Apitz u. M. Kochmann, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 87, 
226, 1920. 

* W. Stepp, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 87, 148, 1920. 
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im Blute beim Abbau des Athylalkohols nachgewiesene Acetaldehy«i 
wenigstens zum Teil im Blute selbst gebildet wird. 


Wenn man nun mit Warburg! annimmt, daB dieselben eisen- 
haltigen Bezirke der Zellstrukturen alle Verbrennungsvorginge kata- 
lysieren, so wird man iiberlegen miissen, wie sich die Substrate der 
Verbrennung gegenseitig beeinflussen. Handelt es sich um die Ad- 
sorption verschiedener Substanzen an einem Adsorbens, so tritt das 
Phainomen der Adsorptionsverdringung auf, d.h. es findet in einem 
Gemisch adsorbierbarer Stoffe eine gegenseitige Verdringung der 
einzelnen Stoffe an der Oberfliche statt. Diese gegenseitige Beein- 
flussung ist so betrachtlich, daB schon Spuren eines stark adsorbier- 
baren Stoffes die Adsorption eines schwach adsorbierbaren bedeutend 
herabsetzen. Dieser Fall ist wchl gegeben, wenn als Brennstoff der 
Zelle, sowohl der starker adsorbierbare Alkohol als der schwacher 
adsorbierbare Zucker zur Verfiigung steht®. Es ist dies ein ahnlicher 
Fall wie der von Warburg*® genau durchuntersuchte Fall der Adsorptions- 
verdrangung eines Gemisches von Narkoticum und Aminoséuren, nur 
daB es sich in unserem Falle um ein Narkoticum handelt, das durch 
die Zelle oxydiert wird, nimlich um den Athylalkohol. Man darf an- 
nehmen, daB der Alkohol zunachst die anderen Brennstoffe von den 
Verbrennungsorten verdraingt, an denen er selbst verbrannt wird. Es 
wird sich um ein sich stets anderndes Verhaltnis handeln, da es sich 
um Adsorptionsverdrangungen zwischen Stoffen handelt, die ver- 
schieden rasch oxydiert werden. Das Mengenverhaltnis der miteinander 
konkurrierenden Stoffe wird sich daher fortwihrend andern. Mit dem 
zunehmenden Verschwinden des Alkohols wird die Verbrennung anderer 
Substanzen, insbesondere der Zucker, zunehmen. 


Die eben dargestellten Verhaltnisse an den Zelloberflichen spiegeln 
das Verhalten im Gesamtorganismus getreulich wieder. Die Oxydation 
des Alkohols vor dem Zucker, wie sie von Durig und seinen Mit- 
arbeitern* am Menschen festgestellt wurde, ist wohl zum Teil auf der- 
artige Adsorptionsverdrangungen zuriickzufiihren, wenn auch die 
leichtere Resorbierbarkeit des Alkohols den Hauptanteil an dem Zu- 
standekommen dieser Erscheinung haben mag. Es sei dabei betont, 
daB der Alkohol véllig isodynam in den Energiewechsel eingeht. 


Auch am Warburgschen Kohlenmodell konnte der stufenweise 
Abbau des Athylalkohols nachgewiesen werden. 10g Carbo medicinalis 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 214, 1, 1929. 

2 Zur Frage der Adsorptionsisothermen fiir Athylalkohol im Vergleic!: 
zu Kohlenhydraten vgl. W. Fleischmann, Pfliigers Arch. 220, 448, 1920 

3 O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921. 

* O. Tégl, E. Brezina u. A. Durig, diese Zeitschr. 50, 296, 1913. 
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Oxydativer Abbau des Athylalkohols durch das Blut. 127 


Merck +- 200cem 2°, igen Athylalkohols + 4g Calciumsulfit wurden 
24 Stunden im Brutschrank bei 37° stehengelassen. Im _ Destillat 
konnte mittels der Lewinschen Reaktion deutlich Acetaldehyd (Reak 
tion ++-+-+) nachgewiesen werden. Bei demselben Ansatz ohne 
Caleiumsulfit fiel die Lewinsche Reaktion negativ aus. Ebenso ergab 
ein Versuch mit dem obigen Ansatz, jedoch mit Zusatz von m/200 
HCN ein negatives Resultat. 

Es eignet sich also das Kohlenmodell auch zum Studium des stufen- 
weisen oxydativen Abbaues biologischer Substanzen, wie dies auch 
kiirzlich von Firth und Kaunitz! fiir eine Reihe biclogisch wichtiger 
Oxydationsprozesse gezeigt werden konnte. 


Zusammenfassung. 

1. Athylalkohol wird in vitro sowohl von roten wie von weiBen 
Blutkérperchen des Pferdes abgebaut, nicht aber vom Serum. 

2. Dieser an die Formelemente des Blutes gebundene oxydative 
Abbau ist durch m/200 Blauséure hemmbar. 

3. Am Warburgschen Kohlenmodell l48t sich bei Gegenwart 
eines Abfangmittels der Abbau des Athylalkohols zum Acetaldehyd 
demonstrieren. 


1 O. Fiirth u. H. Kaunitz, Mon. f. Chem. 53/54, 127, 1929. 
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Titrimetrische Bestimmung von Fett- und Lipoidsubstanzen mit 
der Bangschen Chromsiureoxydationsmethode. 
Methodischer Beitrag. 


Von 
H. Staub. 
(Aus den pharmakologischen Instituten Diisseldorf und Heidelberg.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der Bangschen Methode zur ,,Mikrobestimmung der Blutlipoide“! 
liegt das Prinzip zugrunde, daB Chromsaure organische Substanzen 
oxydiert; es bildet sich dabei Chromtrioxyd: 

2 K,Cr,0, + 8 H,SO, = 2 K,SO, + 2 Cr,(SO,), + 8H,O + 30,. 
Liegt der organische Stoff rein vor, so ist bei konstanten Reaktions- 
bedingungen die Quantitét reduzierter Chromsaure der Quantitat 
organischer Substanz proportional. Da die Oxydation nicht vollstandig 
verlauft, wird mit Hilfe eines empirischen Faktors aus dem Chrom- 
siureverbrauch die absolute Menge an organischer Substanz errechnet. 
Um die wichtigsten Gruppen der verschiedenen Fett- und Lipoid. 
substanzen im Blute (Neutralfett, Cholesterin, Cholesterinester, Phos- 
phatide) getrennt zu bestimmen, fiihrte Bang eine auswahlende Extrak- 
tion mit Petrolither und Alkohol durch. 

Blix* (1925) hat die Bangsche Methode einer sehr griindlichen, kriti 
schen Nachpriifung unterzogen und einige wesentliche Verbesserunge! 
angegeben. Vor allem haben die Untersuchungen des letztgenannten 
Autors ergeben, daB der von Bang angegebene sogenannte Reduktions 
quotient, d.h. die zur Oxydation von 1 mg Fett- oder Lipoidsubstanz 
verbrauchten Kubikzentimeter n/10 Bichromat, wesentlich (bis 20°) 
zu hoch ist und fiir die verschiedenen Fettsubstanzen betrachtliche Unter 
schiede zeigt. Die wichtigsten Modifikationen, welche Blix angab, sind 


1 J. Bang, diese Zeitschr. 91, 86 u. 235, 1918. 


2G. Blix, Studies on Diabetic Lipemia, Lund 1925 (vollstandige 


Literaturiibersicht). 
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Hi. Staub: Titrimetrische Bestimmung v. Fett- u. Lipoidsubstanzen usw. 129 


jolgende: Die Abtrennung von Cholesterin aus der Petrolitherextraktion 
nach der Windausschen Digitoninmethode, wie sie Bang urspriinglich 
angab, bewahrte sich nach Blix fiir diese titrimetrische Mikrobestimmung 
nicht, was mit eigenen Erfahrungen iibereinstimmt. Blix verseifte das 
Neutralfett der Petrolitherfraktion und extrahierte dann ein zweites Mal 
mit Petrolather, in welchem sich jetzt nur das freie Cholesterin lést. Nach 
der urspriinglichen Bangschen Methode wurde bei der Bestimmung der 
Cholesterinester in der Alkoholfraktion nach Verseifen keine quantitative 
Extraktion des Cholesterins durch Petrolather erhalten, weil die Natron- 
lange nach Trocknen feste Krusten bildet, welche Cholesterin einschlieBen. 
Blix umging diese Schwicrigkeit, indem er das verseifte Extrakt mit einem 
Kohlenséurestrom trocknete und dadurch poréses Carbonat erhielt, in 
welches der Petrolather besser eindringt. Die Blixschen Modifikationen 
sind von mir mit Vorteil iibernommen worden. 

Eine weitere, tiefergreifende Umarbeitung erfuhr das Bangsche Ver- 
fahren durch Bloor! (1928). Bloor sah in den empirisch gefundenen Re- 
duktionsquotienten den gréBten Nachteil der Methode, weil Konstanz 
derselben nur durch ein peinliches, gleichmaBiges Arbeiten in jeder Phase 
des Analysenganges gewahrleistet wird und deshalb fast fiir jedes Labora- 
torium mit anderen Reduktionsquotienten gerechnet werden muB. Bloor 
suchte diesen Nachteil auszuschalten, indem er auf eine vollstaéndige Oxy- 
dation der Fettsubstanzen hinarbeitete. Er erreichte auch nahezu die 
theoretischen Werte der vollstaéndigen Oxydation durch Zufiigen eines 
groBen Uberschusses an Bichromat, durch Erwirmen des Reaktions- 
gemisches und durch Verwendung des Niclouxschen Silberdichromat- 
reagens als Katalysator. Wahrend die urspriingliche Bangsche Methode 
zur Bestimmung von Fett- und Lipoidmengen unterhalb 1 mg, wie sie 
sich in ungefaéhr 100 mg Gesamtblut finden, ausgearbeitet ist, bestimmt 
Bloor mit seiner Modifikation bis 4mg Substanz. Er sieht: darin, daB 
gréBere Mengen zur Bestimmung kommen, einen Vorteil gegeniiber der 
urspriinglichen Mikromethode, weil geringe Verunreinigungen, welche 
wahrend des Arbeitens an Lésungen und GeféBen auftreten kénnen, nur 
noch einen relativ geringen Fehler verursachen. 


Die Bangsche Mikromethode hat gegeniiber anderen Methoden, 
speziell auch gegeniiber der Bloorschen Methode, den nicht zu unter- 
schaétzenden Vorteil, daB sie eine wirkliche Mikromethode ist, die bei Doppel- 
bestimmungen mit 400 mg Blut vier ziemlich definierte Fraktionen quantitativ 
erfassen liBt. Die Methode ist als einfach zu bezeichnen, wenn beriick- 
sichtigt wird, daB vier Werte damit in relativ kurzer Zeit bestimmt werden. 
Sie wird zu einer Routinemethode mit einer Genauigkeit, die anderen 
Mikrobestimmungen nicht nachsteht, sobald man auf die Methode ein- 
gearbeitet ist. Es bestehen keine triftigen Griinde, die Methode kurz zu 
verwerfen, wie das teilweise geschehen ist. Lohnender ist es, die Methode 
auf der Grundlage, die ihr Bang gegeben hat, weiter auszubauen. 


Die vorliegende Mitteilung enthalt folgendes: 
I. Zur Bangschen Mikrobestimmung der Blutlipoide: 


1. sind die Reduktionsquotienten nochmals an einer Reihe von 
‘ettsubstanzen unter peinlichsten VorsichtsmaBnahmen mit urspriing- 





1 W. R. Bloor, Journ. of biol. Chem. 77, 53, 1928: S82, 273, 1929. 
Biochemische Zeitschrift Band 232. 9 
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licher Bangscher Methode bestimmt worden. Es schien dies im Hinblick 
auf die unterschiedlichen Angaben verschiedener Autoren nétig. Einig« 
‘aktoren, welche die Reduktionsquotienten verandern, werden an 
gefiihrt. 

2. wurde die Methode dadurch vereinfacht, daB die Emulgierung 
der Fettsubstanz durch Erwairmen mit NaOH vor der Oxydation 
weggelassen und einfach durch Zugabe von konzentrierter H,SO, zum 
volistandig trockenen Fett eine gleichmaBige Verteilung vorgenommen 
wurde. Die Reduktionsquotienten nach dieser kleinen methodischen 
Abanderung sind dann wieder in groBer Zahl bestimmt und der mittlere 
Fehler der Fettbestimmungen auf Grund der Reduktionsquotienten 
errechnet worden. 

3. wird eine Glasapparatur angegeben, welche ein sauberes und 
rasches Arbeiten nach der Bangschen Methode gewahrleistet. 

II. Erweiterung der Bangschen Methode zur Bestimmung von 
gréperen Fettmengen, namlich im Bereich von 0,5 bis 10 mg, brauchba: 
zur Bestimmung von Fetten und Lipoiden in Organen. Fur diese 
letzte Methode werden Kurven angegeben, aus denen die Fettmengen. 
welche einem bestimmten Bichromatverbrauch entsprechen, abgelesen 
werden kénnen. An Bestimmungen von Fettgemischen wird de 
Gebrauch dieser Kurven erlaiutert. Die FehlergréBe der Methode ist 
errechnet. 

Uber den Gehalt von Menschen-, Hunde- und Kaninchenblut an 
den einzelnen Fett- und Lipoidfraktionen werden Beispiele angegeben. 
An verschiedenen Lappen einer Katzenleber sind die Fette und Lipoide 
nach Extraktion und Isolierung nach Bloor mit der unter II. erwahnten 
Methode bestimmt worden. 


I. Zur Bangschen Mikrobestimmung der Blutlipoide. 
1. Die Reduktionsquotienten. 


Bestimmt wurden die Reduktionsquotienten folgender Substanzen : 

Triolein (Merck) und Triolein (Kahlbaum), im Vakuum destilliert. 

Tripalmitin (Kahlbaum), umkristallisiert, 

Tristearin (Kahlbaum), umkristallisiert, 

Olsdéure (Kahlbaum), 

Palmitinsdure (Kahlbaum), 

Stearinsdure (Kahlbaum), 

Cholesterin aus Gallensteinen, umkristallisiert, Schmelzpunkt 148°, 

Cholesterinpalmitat und Cholesterinstearat, durch Zusammen- 
schmelzen von Cholesterin mit der entsprechenden Fettsaéure und 
wiederholtes Umkristallisieren dargestellt. Schmelzpunkt 79 bzw. 82". 
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Titrimetrische Bestimmung von Fett- und Lipoidsubstanzen usw. 131 


Lecithin puriss. ex ovo (Merck), in Petrolather gelést, mit Aceton 
gefallt und im CO,-Strom und Vakuum getrocknet. 

Als Lésungsmittel wurde fiir Tripalmitin, Tristearin und Lecithin 
Benzol verwendet. Die tibrigen Kérper wurden in Petrolather gelést. 
Petrolather vom Siedepunkt 35 bis 50° (Kahlbaum) wurde nach Blix 
durch Schitteln mit H,SO, und Redestillieren gereinigt, Benzol wurde 
redestilliert. 

Die Abmessung der gelésten Substanzen erfolgte aus einer aus- 
gewogenen, mit Kiihlmantel versehenen Mikrobiirette bei konstanter 
Temperatur. Alle MaBgefaBe wurden durch Auswagen auf ihre Richtig- 
keit geprift. 

Die gelésten Substanzen wurden in Reagenzglischen aus Jenaer 
Glas abgemessen (vgl. unter Glasapparatur). Das Lésungsmittel wurde 
nach Zusatz einer Glasperle im Wasserbad abdestilliert. Die folgenden 
Manipulationen, Zusatz von NaOH, Aufkochen im Sandbad, Zugabe 
von lcem n/10 Bichromat, 5cem H,S0O,, konzentriert (Merck) und 
Titration erfolgten zunachst genau nach den Bang- Blizschen Angaben. 
Auf gleichmaBiges ZuflieBen der Schwefelsiure wurde geachtet. 

In der folgenden Tabelle I sind die von anderen Autoren gefundenen 
und die eigenen Reduktionsquotienten zusammengestellt. 


T abelle I. 


Reduktionsquotienten. 





Eigene Werte 


Bang | Bliz Bloor apenas 
Anzahl d. Best 
- | ae ee 2,45 2,06 ~- 2,17 15 
Tespaimitin ... .. — 2,06 u. 2,07 - 2,35 15 
Co, - 2,09 u. 2,12 2,29 23 
TEER aie 2,50 | 2,09 2,29 2,30 14 
Palmitinsaure .... — 2,14 2,23 15 
Stearinsiure. .... — 2,27 2,26 2,54 15 
Cholesterin . .... 2.45 2,47 u. 2,50 2,62 2,47 5 
Cholesterinoleat ... 2,45 | 2,26 ; -- =: 
Cholesterinpalmitat . . _ — | — 2,27 21 
Cholesterinstearat. . . —_ _ — 2,21 15 
Lecithin. ...... || 1,70 | 1,69 | -- 1,66 30 


Nach Fleisch! ist der Reduktionsquotient fiir Triolein 2,45, wie 
ihn Bang angegeben hat. Leites*, der sehr zahlreiche Bestimmungen 


1 4. Fleisch, diese Zeitschr. 177, 453, 1926. 
2 S. Leites, ebendaselbst 184, 273, 1927. 


g* 
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mit der Bangschen Methode ausfiihrte, hat anscheinend auch den 
Bangschen Faktor verwendet. 

Die eigenen Werte (vgl. Tabelle 1) liegen fiir die Neutralfette und 
Fettséuren in der GréBenordnung zwischen denjenigen von Bang und 
Blix. Fir Cholesterin und Lecithin sind praktisch tibereinstimmend 
Werte gefunden worden. 


Die GréBe dieses empirischen Faktors hdangt von folgenden  Be- 
dingungen ab: 

a) Je gréBer der Uberschu8 an Bichromat ist, um so gréBer ist 
der Reduktionsquotient. 


Beispiel: Die gleiche Trioleinmenge reduziert bei Vorlage von 


1 cem n/10 Bichromat 1,72 eem n/10 Bichromat pro Milligramm 
1 , n/4 os 1,93 ., n/l0 

il «- BE % 2,16 ., n/lO ” 

ts» me Pm 2.27 . n/l10 eS - mm 


Uberschreitet die vorgelegte Fettmenge eine bestimmte Grébe 
(etwa 0,4 mg) bei Vorlage von 1 ccm n/10 Bichromat, so nimmt, weil 
der Uberschu8 an Bichromat zu gering ist, die GréBe des Reduktions- 
quotienten ab. 


Beispiel: Vorgelegt ist stets | cem n/l0 Bichromat. 





Anzahl 
der Bestimmungen 


Triolein 
in Mengen von 


Reduktionsquotient * 


0,0091—0,0455 mg | 1,80 28 
0,0530—0,0910 , 1,84 30 
0,1060—0,1478 ,, 1,85 19 
0,1590—0,2245 , 1,82 18 
0,2512—0,3180 , 1,81 18 
0,3710—0,3768 1,78 6 
0,4396—0,5024 ,, 1,66 9 


* Der Reduktionsquotient fiir Triolein ist hier so niedrig, weil die Methodik etwas 
vereinfacht wurde (vgl. unten). 


b) Je héher die Temperatur im Reaktionsgemisch nach Zufiigen 
der H,SO, ist, um so gréBer ist der Reduktionsfaktor. 


Beispiel: Werden zur gleichen Fettmenge ins Reagenzglas einmal! 
zuerst 1 eem H, SO, dann | cem n/1 Bichromat dann 4 cem H,S O, zugegeben ' 


1 Die methodische Anderung ist weiter unten ausgefiihrt. 
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und das Gemisch bei Zimmertemperatur von 15° stehengelassen, so werden 
folgende Temperaturen gemessen : 


Nach 1 Minute 63° 
% 2 Minuten Tt der Reduktionsquotient ist 
5 ret 27° in diesem Falle 2,27 
to! sta e 18° | 


Werden das andere Mal zur gleichen Fettmenge bei sonst gleichen 
Manipulationen statt leem n/l, 2cecm n/2 Bichromat zugefiigt, so 
verlauft die Temperatur in dem Reaktionsgemisch wie folgt: 


Nach 1 Minute 79° 
2 Minuten 70° | der Reduktionsquotient ist in 


15 ™ 32° diesem Falle 2.56 
30 7” 20° 


ec) Je langer das Bichromat-Schwefelsiuregemisch bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen wird, um so mehr Bichromat wird bei gleicher 
Fettmenge reduziert. 


Nach diesen Angaben ist es nicht gestattet, wie es Bang angibt, 
bei gréBeren Fettmengen, welche eine Vorlage von 2 ccm Bichromat 
verlangen, mit dem gleichen Reduktionsquotienten wie bei Vorlage von 
leem zu rechnen. Es muB ferner, entgegen der Angabe von Bang, 
die Titration innerhalb beschrankter Zeit 1/, bis 2 Stunden nach Zufiigen 
der H,SO, vorgenommen werden. Bei Vorlage von 1 ccm n/10 Bi- 
chromat ist bis zu etwa 0,35 mg Fettsubstanz der gleiche Reduktions- 
quotient giiltig, d. h. bis zu dieser Menge besteht Proportionalitaét von 
Fettquantum und ReduktionsgréBe. 


d) Nach Bang und Blix wird vor Zusatz des Bichromats die Fett- 
substanz nach Abdampfen des Petrolithers durch Aufkochen mit 
leem 1°, iger NaOH emulgiert. Nach Bang ist diese MaBnahme un- 
bedingt notwendig, ,,sonst verteilt sich das Fett nicht in der Fliissigkeit 
und wird dann nur sehr langsam von der Chromsaure verbrannt“. 
Ich habe die Emulgierung mit NaOH umgangen, indem ich zu der 
vollstandig von Lésungsmitteln befreiten trockenen Fettsubstanz 1 ccm 
der konzentrierten H,SO, zusetzte, etwas umschiittelte und 15 bis 
30 Minuten stehen lieB. In dieser Schwefelsiure wird eine gleichmaBige 
Lésung der Fettsubstanzen erreicht. Werden dann lccm n/10 Bi- 
chromat und 4 ccm konzentrierte H, SO, zugefiigt, so findet eine gleich- 
maBige Oxydation statt. Cholesterin und Cholesterinester lésen sich 
in der Schwefelsiure mit brauner Farbe. Durch diese Modifikation ist 
die Methode insofern vereinfacht, als eine Lésung weniger verwendet 
wird und das Erwarmen im Sandbad, das ja nach den Angaben von 
Blix peinlich gleichmaBig vorgenommen werden muB, wegfillt. Nach 
vielen hundert Bestimmungen mit dieser Modifikation an reinen Fett- 
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und Lipoidsubstanzen steht ihre Genauigkeit der urspriinglichen 
Bangschen Methode nicht nach. 


Die Reduktionsquotienten sind kleiner als bei der urspriinglichen 
Methode, weil die Reaktionstemperatur niedriger ist. Die Quotienten 
der verschiedenen Fett- und Lipoidsubstanzen sind in Tabelle IT zu- 
sammengestellt. 

Tabelle II. 





. Reduk- Mittlere tee 
Fettmenge | “tions. | Abweichun Giiltige 
ons & Quotienten 


Anzahl | 
Substanz der Bestim- | 
mungen | mg quotient mg 


Triolein 120 0,009 bis 0,377 1,82 + 0,006 
Tripalmitin. . .. 40 0,025 0,151 1,82 + 0,004 
Tristearin .. . . 7 (0,020 > 0.041 1:84 | £0,001 
Olsature ..... 14 0,066 0,329 = 1,86 + 0,007 |) 
Palmitinsaure. . . | 30 0,051 0,301 1,88 + 0,006 
Stearinsiure ... 15 0,103 0,310 2,03 + 0,005 
Cholesterin. . . . | 60 0,950 0,320 2,31 + 0,007 
holesterinpalmitat 18 0,050 0,300 = 2,16 + 0,004 
Cholesterinstearat . 12 0,152 0,304 2.27 + 0,005 
Lecithin ..... | 18 0,102 0,318 1,44 + 0,005 


1,82 


swszuswvsse ss 


Die Zahlen fiir die mittlere Abweichung sind nach der Forme! 
i> ) 


= \z ———< gewonnen, wobei d die Differenz zwischen vorgelegter 
n — 


und mit ae entsprechenden mittleren Reduktionsquotienten be. 
rechneter Menge der einzelnen Bestimmung bedeutet. Die mittlere 
Abweichung von 0,005 mg fiir 334 Bestimmungen ist etwas kleine: 
als diejenige von Blix von 0,0066 mg bei 157 Bestimmungen. 


Bei Berechnung der verschiedenen Fraktionen der Blutlipoice 
sind die in der letzten Kolonne der Tabelle II angefiihrten Reduk- 
tionsquotienten verwendet worden. Die Stearinsiure und ihre Ver- 
bindungen sind in diesen Faktoren nicht beriicksichtigt, weil 6l- 
und Palmitinsiure im Blute dominieren. 


2. Die Glasapparatur. 

Weil geringste Spuren Verunreinigung mit organischer Substanz 
nennenswerte Fehler bei der Chromsaureoxydation bedingen, ist die 
ganze Apparatur méglichst aus Glas hergestellt. Abb. 1 und 2 
lautern die Anordnung. 


Die Roéhrehen (Abb. 1a), in denen Extraktion, Fraktionierung 
und Oxydation stattfindet, haben etwa 30 ccm Inhalt, tragen Marken 
bei 5 und 10 ccm, besitzen einen Normalschliff, in den die Ansatze /, 
ec und d (Abb. 1) passen und einen AusguB. Ansatz 6b (Abb. 1) dient 
zum Abdestillieren und Absaugen von Petroléither und Alkohol und 
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Trocknen der Alkoholfraktion im Vakuum bei niederer Temperatur 
(Blix). Ansatz ¢ (Abb. 1) tragt noch ein kleinkalibriges Neben- 
réhrehen e, durch welches, bei Bestimmung der Cholesterinester, 
Kohlenséure und zum Trocknen des verseiften ersten Petrolither- 
extraktes (Bestimmung des freien Cholesterins, vgl. dazu Blix) Luft 


Ausqi\ . 











durchgesogen wird. Die Ansitze besitzen an dem Ende, das mit Kiihler 
oder Wasserstrahlpumpe in Verbindung kommt, eine Verengerung. 
Vor diese Verengerung ist Glaswolle eingestopft, welche Verunreini- 
gungen, welche eventuell aus der Gummiverbindung mit dem Kiihler 
beim Abstellen des Vakuums zuriickschlagen kénnten, auffangt. Auch 







pumpe 


Zur 


> Wasser strah/- 


Abb. 2. 


vor das Réhrchen e des Aufsatzes c ist ein Glasréhrchen mit Glaswolle 
vorgeschaltet. Aufsatz d tragt einen kleinen Schottschen Filter mit 
Glassinterplatte von etwa 1 em Durchmesser zur Filtration bei Trennung 
der Fraktionen. Die ganze Anordnung zum Abdestillieren des Lésungs- 
mittels und Trocknen der Substanz ist aus Abb. 2 ersichtlich. Es 
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kénnen gleichzeitig eine gréBere Anzahl Bestimmungen nebeneinander 
ausgefiihrt werden. Das Wasserbad wird zum Abdestillieren des Petro|- 
athers auf 60°, zum Abdestillieren des Alkohols auf 90° erwirmt. Dic 
Hauptmenge des Lésungsmittels wird bei entsprechender Stelluny 
des Dreiweghahns c (Abb. 2) in die Vorlage e abdestilliert. Die letzte, 
Spuren Lésungsmittel werden dann im Vakuum entfernt, inde: 
Hahn c auf Vorlage / umgestellt und mit der Wasserstrahlpumpe ver- 
bunden wird. Es wird auf diese Art, wenn die Vorlagen gut gekiih!t 
sind, der gréBte Teil des Lésungsmittels wieder zuriickgewonnen. 
Ein StoBen und Spritzen der Fliissigkeit tritt nicht ein, wenn die mit 
Glasperle beschickten Réhrchen zuerst bis zam Aufkochen ins Wasserba< 
gehalten und dann erst an den Glasrechen a (Abb. 2) angeschlossen 
werden. 


Die sekundare Alkoholextraktion wurde, um eine méglichst voll- 
standige Extraktion zu erhalten, entsprechend den Angaben von 
Szent-Gydorgyi! und Blix mit kochendem Alkohol vorgenommen. Die 
mit Blut und Alkohol beschickten Réhrchen kamen an Riickfluli- 
kiihler, welche ebenfalls einen Normalschliff trugen; der Alkohol wurde 
1 Stunde auf dem Wasserbad im Kochen gehalten. 


Maas?*, welche die Bangsche Methode fiir unbrauchbar halt, hat 
hervorgehoben, daB von den Papierchen, in die das Blut aufgesaugt 
wird, sich oft Faserchen loslésen, die den Wert der Bichromatoxydation 
erheblich verfilschen kénnen. Ich habe versucht, die Papierchen durch 
Schottsche Glassinterplittchen von wmittlerer KorngréBe, gleichem 
Flacheninhalt wie die Papierchen und etwa 0,5 mm Dicke zu ersetzen. 
Diese Glasplattchen funktionierten anfanglich gleich gut wie die Papier- 
chen und hatten den Leerwert 0. Thre Reinigung nach Gebrauch (Aus- 
laugen mit Wasser, Behandeln mit Bichromat-Schwefelsiure) war 
jedoch sehr langwierig und gelang nicht vollstandig. Je dfter dic 
Plittchen gebraucht wurden, desto schlechter saugten sie das Blut 
auf, das Blut wurde unregelmaBig verteilt und die Extraktion der 
dicken Blutkrusten unvollstandig. Die Verwendung dieser Glassinter- 
plattchen wurde deshalb wieder aufgegeben. Die von den Papierchen 
sich etwa lésenden Faserchen kénnen ja auch nur die Neutralfett- 
fraktion falschen, weil die tibrigen Fraktionen vor der Oxydation 
filtriert werden. 


Im folgenden sind einige Beispiele tiber den Fett- und 
Lipoidgehalt im Gesamtblut von Mensch, Hund und Kaninchen 
angegeben. 


1 4. Szent-Gyérgyi, diese Zeitschr. 146, 226, 1924. 
2 S. Maas, diese Zeitschr. 144, 379, 1924. 
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1. Mensc henblut. 





] ecem n/10 Bie hromatverbrauc h 
i pro 100 mg Blut 


1 Petrolatherfraktion (Neutralfett 


+ freies Cholesterin) . . 0,398 | 0412 0,388 Mittel: 0,399 

2. ~Petrolatherfraktion (freies Chole- 
sterin . . 0,183 0,178 0,186 a 0,182 

1 Alkoholfraktion (Cholesterinester 
- Phosphatide + Fettsiuren). 0,686 0,700 0,678 ‘ 0.688 

2 Alkoholfraktion (Cholesterin, ge- 
| ee eras tae . 0,209 0,190 0,211 in 0,203 


0,399 — 0,182 (Verbrauch des freien Cholesterins) = 0,217 cem Bichromat- 
verbrauch fiir Neutralfett. 

0,217: 1,82 (= Reduktionsquotient fiir Neutralfett) = 0,119°, Neutralfett. 

0,182 : 2.3! (= Reduktionsquotient fiir Cholesterin) 0.079°,, freies Chole- 
sterin. 

0,203 : 2,31 (= Reduktionsquotient fiir Cholesterin) 0,088°,, gebundenes 
Cholesterin oder 0,088 °,, X1,7* = 0,150°; Cholesterinester (als Chole- 
sterinoleat). 

0,688 — 0,203 (Reduktionsanteil des gebundenen Cholesterins) = 0,485 ccm 
Bichromatverbrauch fiir Fettsiuren aus Phosphatiden, Cholesterin- 
estern und eventuellen Seifen). 

0,485 : 1,87 (Reduktionsquotient f. Fettsiuren) — 0,265 °, Gesamtfettsiuren. 

0,265 — 0,062 °%, (Fettsauren der Cholesterinester) — 0,203°, Fettsauren 





aus Phosphatiden + eventuellen Seifen. 
2. Menschenblut. } 

Nr. —. 1/10 Bichromatverbraueh Daraus berechnete Werte 
1 Petrolather- Neutralfett 0,040 % 

fraktion 0,217 0,217 0,218 Mittel: 0,217 fr. Cholesterin 0,062 , 
2 | Petrolather- | geb. Cholesterin = 0,048 , 

fraktion 0,144 0,149 0,149 “ 0,147 Cholesterinester— 0,082 , 
1 Alkohol- Gesamt-Fett- 

fraktion | 0,433 0,448 0,450 z 0.444 ~~ sauren O18 , 
2 Alkohol- Phosphatid- 


fraktion  0,120| 0,115 0,100 i 0112 Fettsiuren = O14 , 
3. Hundeblut (Phlorhizin). 





Nr. a a [10 Bichromatverbranch Daraus berechnete Werte 
1 Petrolather- Neutralfett . . . 0,197 %, 
fraktion 0,835 0,846 Mittel: 0,841 freies Cholesterin 0,209 . 
2 | Petrolather- gebundenes Chole- 
fraktion | 0,478 | 0,489 ‘j 0,483 tefin .... = O10, 
1 Alkohol- Cholesterinester . 0.253 . 
fraktion 0,950 | 0,930 a 0,940 Gesamt-Fettsiuren — 0318 , 
2 Alkohol- Phosphatid-Fett- 


fraktion 0,350 | 0,340 ,  ©845 sauren. .. . — 0214 , 


Molekulargewicht Cholesterinoleat 650,6 


* 1,7 = Quotient 


Molekulargewicht Cholesterin 386.3 
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4. Kaninchenblut (24 Stunden Hunger). 





ecm n/10 Bichromatverbrauch | 


1 fiir 100mg Blut Daraus berechnete Wert« 
| 


Petrolather- Neutralfett = 0,025 °, 
fraktion | 0,146 0,145 0,146 | Mittel: 0,146 fr. Cholesterin — 0,044 
Petrolather- | geb. Cholesterin— 0.040 
fraktion ||0,100 0,110 0,094; , 0,101 | Cholesterinester— 0,068 
Alkohol- Gesamt-Fett- 
fraktion | 0,258 0,267 0,270 0,265 = sauren 0.093 . 
Alkohol- Phosphatid- 
fraktion | 0,091 0,101 0,083 ‘. 0,092 Fettsiuren = 0,065 . 


II. Chromsiureoxydationsmethode zur Bestimmung von Fettmengen von 
0,5 bis 10 mg. 

Die Methode basiert auf empirischen Reduktionsquotienten. 
Nachdem Bloor! eine Methode angegeben hat, bei der 1 bis 4 mg Fett 
mit Chromsaure zur nahezu vollstandigen theoretischen Oxydation 
gebracht werden kénnen, scheint eine Methode, welche mit empirischen 
Reduktionsquotienten, die nur zwei Drittel der vollstandigen Oxydation 
entsprechen, iiberfliissig. Da aber Bloor auch nicht den theoretischen, 
vollstandigen Oxydationswert erreicht: ,,absolute values for oxidation 
are never quite atteind“, so besteht in bezug auf die Reduktionsfaktoren 
kein prinzipieller Unterschied. Ob man mit einem Faktor rechnet, de: 
67°, der theoretisch méglichen Oxydation oder mit einem solchen, 
der 93,5 bis 97°, ausgleicht, rechnet, andert an der Genauigkeit de: 
Bestimmung an sich nichts, wenn die Oxydation nur immer bis zum 
gleichen Wert geht. Die hier beschriebene modifizierte Bangsclx 
Oxydationsmethode hat aber vor derjenigen Bloors den Vorteil, dati 
sie einfacher auszufiihren ist, weil das Erwarmen des Reaktions- 
gemisches, die Verwendung des Niclouzschen Katalysators und das 
AbschlieBen der ReaktionsgefiBe gegeniiber Luft wegfallen. Die Chrom- 
‘ sdureoxydation ist so einfach auszufiihren, daB die Reduktionsquotienten 
allgemeine Giiltigkeit haben miissen. Den Einwand, den Bloor gegen- 
iiber der urspriinglichen Pangschen Mikrobestimmung macht, dab cic 
Reduktionsquotienten beinahe in jedem Laboratorium wieder andere 
seien, diirfte fiir die Methode hier wegfallen. 


Ausfiihrung der Oxydation. 


Zu der Fettsubstanz, die sich in einem 100-cem-Erlenmeyer- 
kélbchen aus Jenaer Glas befindet, werden genau 3,00 ccm n/1 Kalium- 
bichromatlésung, dann 15 ccm konzentrierte H,SO, (Acidum sulfu- 
ricum 1,84 pro analysi, Merck) unter Umdrehen zugegeben. Die Lésung 
wird stehengelassen, bis sie sich auf Zimmertemperatur abgekihlt hat. 


1 W. R. Bloor, Journ. of biol. Chem. 77, 53, 1928; 82, 273, 1929. 
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Wahrend dieser Zeit (etwa 30 Minuten) wird sie ein- bis zweimal durch 
drehende Bewegungen mit dem Kdélbchen leicht geriihrt. Dann wird 
die Flissigkeit mit 300ccm Wasser quantitativ in einen 500-cem- 
Kolben hiniibergespilt und nach Zusatz von 10ccm 10°, iger KJ- 
Lisung mit n/l10 Natriumthiosulfat titriert. Um einen Verlust von 
Jod zu vermeiden, ist es zweckmaBig, entsprechend den Bloorschen 
Angaben, zuerst médglichst viel Thiosulfat unter sehr sorgfaltigem 
Umsehwenken zuzugeben und erst, wenn die Farbe der Fliissigkeit 
hellbraun wird, intensiver zu schiitteln. Starke (2cem, 1°, ig) wird 
gegen SchluB der Titration zugegeben. Es ist besonders wichtig, die 
3cem n/1 Bichromat sehr genau abzumessen, weil nachher der UberschuB 
mit n/10 Thiosulfat zuriicktitriert wird. 


Bestimmung reiner Fettsubstanzen. 
Die Substanzen sind die gleichen, wie die auf 8. 130 beschriebenen. 
Cholesterinoleat ist wie Cholesterinpalmitat dargestellt, es hatte nach 


Tabelle ITT. 





ferbrauch : 0 Bichrom: 2¢ 7 
Vorgelegte Verbrauc h an al Bichromat in cem fiir 


Fett- 
mane? | Otcsare | kee” | “anne | Colesterin | Cera | Cchmteat™ 
mg 
0,5 1,27 1,38 1,33 1.38 - . 
0,5 1,22 1,49 1,35 1,39 — 1,25 
0.5 1,37 1,42 1,41 1,29 - 
0.5 1,27 1,28 1,26 1,24 — _ 
1,0 2,44 2.68 2.55 2.53 2.76 2.76 
1,0 2.47 2,66 2.68 2.44 2.71 2.80 
1,0 2.62 2.58 2.63 2.59 2.73 2,82 
1,0 2,60 2,72 2,68 2,57 2.83 2.75 
1,0 — — _- 2.53 — 
2,0 a 5,09 _- 5,28 _ 
2.0 5,09 5,36 = 
2,0 -- 5.08 _— 5,28 - 
2.0 — 5,08 -- — 
2,5 6,27 _- 6.46 6,38 6.46 6,26 
2,5 6,25 — 6,54 6,38 6,56 6,20 
2,5 6,24 ~- 6,55 — 6,68 - 
2.5 6,21 | -- 6,55 -- 6.45 ~ 
5,0 11,92 | 1251 12.88 12,63 13,93 12,67 
5.0 11,92 12,43 12.76 12.63 13,11 12.62 
5.0 12,12 12,58 12.80 12,40 12,93 
5.0 -- 12,50 12,78 _- 12,95 
5,0 aa 12,50 — — _ 
10,0 23.61 24,42 25,14 -— 23,73 23.54 
10,0 23,48 24,20 25,09 a 23,71 23,57 
10.0 23,51 24,14 25,10 — 23,63 — 
10,0 23,52 -- 25,09 —- 23,78 
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Tabelle IV. 
Triolein Lecithin 
Vorgelegte Menge von ait Daoeeed Vorgelegte Menge von Sia tielnom ut 
mg ecm mg ecm 
0,52 1,48 0,66 1,02 
0,52 1.43 0,66 1,05 
0,52 1,28 0,66 1,05 
0,52 1,53 0,66 1,04 
1.04 278 i 210 
1,04 2'68 1,32 2,10 
’ ’ « ¢ 

1,32 2,07 
1,04 2,88 139 213 

1,04 2,78 sei Sin 
3,31 5,30 
2,59 6,31 3,31 5,17 
2.59 6,59 3,31 5,10 
2,59 6,21 3,31 5,32 
2,59 6,36 6,62 10,30 
5,19 12,73 = 10,35 
ne 3,62 10,35 
5,19 12,73 662 10.45 
5,19 12,73 , ~— 
11,65 17,96 
10,38 24,78 11,65 17,96 
10,38 24,73 11,65 17,99 
10,38 24,83 11,65 18,08 


wiederholtem Umkristallisieren einen Schmelzpunkt von 45 bis 46°. Die 
Fettsubstanzen wurden in Ather pro narcosi gelést und aliquote Teile 
bei konstanter Temperatur in 100-cem-Erlenmeyerkélbchen abgemessen. 
Das Lésungsmittel wurde auf dem elektrischem Ofen abgedampft 
und mit der Saugpumpe vollstandig entfernt. Der Bichromatverbrauch 
der einzelnen Bestimmungen ist aus Tabellen III und IV zu ersehen. 

Mit Cholesterin wurden nur bis zu einer Menge von 5 mg zu- 
verlassige Werte erhalten. 10mg wurden nicht mehr gleichmabig 
oxydiert; es traten nach Zusatz der Schwefelsiure braungefirbte 
Flocken auf, welche bei diesen gréBeren Mengen nicht zerfielen, da- 
gegen bei Mengen bis zu 5 mg durch sorgfaltiges Bewegen des Kélbchens 
zur Auflésung gebracht werden konnten. 

Wie aus den ,,Mittelwerten ohne Lecithin’: (Tabelle V, letzte 
Kolonne) zu berechnen ist, nimmt der Reduktionsquotient mit 
steigender Menge Fettsubstanz ab. Fiir 0,5 mg ist er 2,70, fiir 1 mg 
2,66, fiir 2,5 mg 2,54, fiir 5,0 mg 2,51 und fiir 10 mg 2,40. Die Re- 
duktionsquotienten fiir Lecithin sind 1,58 fiir 0,66 mg, 1,59 fiir 1,32 mg, 
1,58 fiir 3,31 mg, 1,57 fiir 6,62 mg und 1,55 fiir 11,65 mg. Er ist also 
fir Lecithin konstant 1,57, und die Werte fiir Lecithin in Abb. 3 liegen 
auf einer Geraden. 
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_ Als Mittelwerte der verschiedenen Substanzen. fiir gleiches Gewicht 
rgeben sich: 


Tabelle V. 





Fett- | Palmi- ,... , | Chole- | Chole- Mittel- 
substanz Triolein Olsiure tin- | Stearin- | ( hole- | sterin- | sterin- Leci- wert ohne 
mg siure ature sterin | oleat | palmitat thin Lecithin 
0,5 (1,40) 1,28 1,39 1,34 1,30 _ 1,38 — 1,35 

052 | 148) — i ies iat se - a 

0,66 — — — — — —_ — 1,04 

1,0 (2,70) 2,53 2,66 263 253 2,76 2,78 — 2,66 
104 | 278) — on a) ae = 

> eee ieee ee a oe ae ee ee 

2.0 Se.) fe ee Ee ee oe 

2,5 (6,20) 6,24 (6,35) 652 638 654 6,23 — 6.35 
259 637) — el ~ ag eee ~ ne 

TE eae ae fi | a | = | | OS 

vw (12,25) 11,99 | 12,50 | 12,80 12,55 1800 1265 | — 12,53 
519 | 12738 | — ee aS ees anes Raenaee for 

6,62 _— _ — —_ —_ _ _- 10,36 

10,0 | (23,95) 23,53 24,25 | 2510 — 23,71 | 2355 — 24,02 
10,38 | 24.78 — mel ae tik fl oe Pe ee 

11,65 _— — —_ — _ — — 18,00 


Anmerkung zur Tabelle: Die eingeklammerten Werte fiir Triolein und 
Palmitinsdure sind nach den nichteingeklammerten graphisch interpoliert. 


Um festzustellen, ob die Oxydation mit einiger RegelmaBigkeit 
bis zu einem bestimmten Wert geht, ist im folgenden die tatsichliche 
OxydationsgréBe zur totalen, theoretischen in Beziehung gesetzt 
(vgl. Tabelle VI). 


Tabelle VI. 





Theoretisch le romney 
| Severin | ttsencn | Geendene Orga 
ae fvollstandi t = _ 
Fettsubstanz re bmn rena O-Verbrauch Oz ie 
‘oe se oes g & a Oxydation 
Gee Trice . . se ts . 0,014 48 0,0098 67,7 
5, Olsaure ..... wis 0,014 47 0,0096 66,3 
>),  Palmitinsaure. .... 0,014 37 0,0100 69,6 
} , Stearinsiture ..... 0,014 65 0,0102 69,6 
5, Cholesterin. ..... 0,015 75 0,0100 63,5 
3}, Cholesterinoleat. . . . 0,015 60 0,0104 69,8 
5, Cholesterinpalmitat . . 0,015 61 0,0101 64,7 
4 Deen sf. ; 0,012 33 0,0063° 51,1 
Mittel ohne Lecithin | 67,3 % 


* Fiir Lecithin ist die Streckersche Formel beriicksichtigt und fiir Olsiure — Palmitin- 
‘iure — Lecithin die Bruttoformel C4, Hg, NP Og. 


Die’ untersuchten Fettsubstanzen, mit Ausnahme des Lecithins, 
werden nach der beschriebenen Methode im Mittel zu 67,3 °,, der totalen 
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Oxydation oxydiert, mit mittlerer Abweichung von + 2,5°%). Der 
Wert fiir Cholesterin ist am geringsten, das hangt wohl, wie bereits 
erwahnt, damit zusammen, daB die gréberen Cholesterinpartikel vom 
Bichromat-Schwefelsiuregemisch etwas schlechter oxydiert werden 
als die ibrigen Substanzen. 


In Abb. 3 sind die Mittelwerte fiir Lecithin einerseits und fiir die 
ibrigen Substanzen andererseits in ein Koordinatensystem eingetragen. 
Aus den Werten fiir Triolein, Olsiure, Palmitinsiure, Stearinsiure, 
Cholesterin, Cholesterinoleat und Cholesterinpalmitat ist eine mittlere 
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Kurve dargestellt. Die maximalen Abweichungen von der Mittelkurve 
sind durch Punkte bezeichnet. Vergleicht man den in Tabelle V fiir 
die verschiedenen Fettsubstanzen und bekannten Mengen bestimmten 
Bichromatverbrauch mit den Fettwerten, welche fiir diesen Bichromat- 
verbrauch aus der Mittelkurve abgelesen werden, so ergibt sich fiir alle 
Bestimmungen ein mittlerer Fehler von +- 2,92°%, Fettsubstanz. Die 
Kurve des Reduktionsquotienten in Abb. 3 gilt fiir diese Mittelkurve: 
sie liefert die Korrektionsfaktoren bei Berechnung der Fraktionen aus 
einem Fettgemisch. 
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Bestimmung von Gemischen reiner Fettsubstanzen. 


5mg Triolein + 5mg Cholesterin verbrauchen 23,60 und 23,70, im 
Mittel 23,65 cem n/10 Bichromat. Aus der Abb. 3 abgelesen, sollen 24,00 
verbraucht werden. Der Wert nach der graphischen Darstellung! weicht 
demnach um + 0,35 cem n/10 Bichromat ab. 

1,0 mg Triolein +- 1,0 mq Cholesterin verbrauchen 5,25 und 6,25, im 
Mittel 5,25 cem n/10 Bichromat. Gegeniiber dem aus der Kurve in Abb. 3 
abgelesenen Wert von 5,10 ergibt sich eine Differenz von 0,15 cem fiir 
den graphischen Wert. 


0,5 mg Triolein + 1,0 mq Cholesterin verbrauchen 4,10 und 4,05 cem 
n 10 Bichromat; aus Abb. 3 werden fiir 1.5 mg Fettsubstanz 3,87 cem 
abgelesen. Der abgelesene Wert differiert also um 0,20 cem n/10 Bi- 
chromat. 


2mq_ Cholesterin + 2,5 mg Cholesterinoleat verbrauchen 10,77) und 
10,95, im Mittel 10,86 cem n/10 Bichromat. 4,5 mg Fettsubstanz sollen 
nach der Kurve in Abb. 3 11,30 cem verbrauchen. Der graphische Wert 
ist 0,44 cem héher. 


1 mg Cholesterin + 1 mg Cholesterinoleat verbrauchen 5,35 und 5,25 cem 
n/10 Bichromat. Nach der Kurve in Abb. 3 sollen 2 mg 5,10 cem ver- 
brauchen. Differenz des Kurvenwertes gegeniiber dem _ titrierten Wert 

0.20 cem n/10 Bichromat. 


Der Korrektionsfaktor, der aus der Kurve des Reduktionsquotienten 
Abb. 3) abgelesen werden kann, hat folgende Bedeutung: hat man nach 
der auswahlenden Lésung nach Bang entweder die Petrolaéther- oder 
dis Alkoholfraktion vor sich, so enthalten diese Fraktionen je zwei 
oder drei Fettsubstanzen (Neutralfett + Cholesterin in der Petroliather- 
fraktion; Cholesterinester + Phosphatide + Fettséuren in der Alkohol- 
fraktion). Aus der Differenz zwischen dem Reduktionswert der gesamten 
Petrol- oder Alkoholfraktion und dem Reduktionswert eines aus den 
Fraktionen isolierten Kérpers (Cholesterin) wird der Gehalt der Petrol 
oder Alkoholfraktion an den iibrigen Fettsubstanzen berechnet. Da nun 
der Reduktionsquotient bei gleicher Bichromatvorlage mit zunehmender 
Fettmenge abnimmt, so kann nicht einfach aus der Differenz des Bichromat- 
verbrauchs die Fettmenge nach der Kurve in Abb. 3 abgelesen werden, 
sondern es ist vorher noch eine Umrechnung vorzunehmen. Verbraucht 
z. B. die Petrolaitherfraktion als Ganzes 15,00 cem Bichromat und das 
daraus isolierte freie Cholesterin 10,00 cem Bichromat, so enthalt die 
Fraktion nach Abb. 3 3,98 mg Cholesterin. Aus der Differenz von 5 cem 
Bichromatverbrauch kann nicht durch direkte Ablesung an der Kurve der 
Gehalt an Neutralfett bestimmt werden, weil bei einem Gesamtbichromat- 
verbrauch von 15 cem der Reduktionsquotient 2,475, bei einem Bichromat- 
verbrauch von 5 ecm dagegen 2,575 betraigt. Die tatsaichliche Neutralfett- 
menge wird erhalten, indem man die Differenz von 5,0 cem Bichromat durch 
den fiir den Gesamtbichromatverbrauch von 15 cem giiltigen Reduktions- 
quotienten 2,475 dividiert wird, was den Wert von 2,02 mg Neutralfett ergibt. 


* Um eine praktisch brauchbare graphische Darstellung zu erhalten, 
werden die Koordinateneinheiten fiinfmal gréBer als in Abb. 3 gewahlt. 
Nach solchen Kurven wurde in den angegebenen Beispielen gerechnet. 
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Ohne Beriicksichtigung des Korrektionsfaktors wiirden 1,96 mg aus der 
Kurve abgelesen. Die folgenden Bestimmungen an _ Triolein-Lecithin. 
gemischen erliutern weiter die Anwendung des Korrektionsfaktors. — Fiiy 
Lecithin ist eine Korrektur nicht nétig, weil der Reduktionsquotient fiir 
Lecithin im Bereich von 0 bis 10 mg praktisch gleich bleibt. 


6,62 mg Lecithin + 2,08 mg Triolein verbrauchen 15,61, 15,71, 15,46, 
15,66 = im Mittel 15,61 cem n/10 Bichromat. Aus der Abb. 3 werden als 
Bichromatverbrauch abgelesen fiir 2,08 mg Triolein bei einem Reduktions. 
quotienten von 2,475 (bei Gesamtbichromatverbrauch von 15,61) 5,15 ccm 
und fiir 6,62 mg Lecithin 10,36 cem, zusammen 15,51 cem, d. h. — 0,1 ecm 
gegeniiber dem bestimmten Wert. 


3,31 mg Lecithin + 2,595 mg Triolein verbrauchen 11,41, 11,40, 11,41, 
11,35 = im Mittel 11,39 cem n/10 Bichromat. Aus Abb. 3 werden ab- 
gelesen : 





fiir Triolein . ... . . 6,51 cem (Reduktionsquotient 2,51) 
» Lecithin. ..... 5,22 
Summe....... . .. 11,73 cem n/10 Bichromatverbrauch, 


d. h. + 0,34 cem gegeniiber dem bestimmten Wert. 


3,31 mg Lecithin +- 5,19mg Triolein verbrauchen 17,20, 17,15, 17,17, 
17,15 = im Mittel 17,17 cem n/10 Bichromat. Aus Abb. 3 werden ab- 
gelesen: 


fiir Triolein . . . . . . 12,71 cem (Reduktionsquotient 2,45) 
<< ee se 
Summe....... . 17,93ccm 


oder + 0,76 cem gegeniiber dem bestimmten Wert. 


Die tatsaéchlich durch Titration ermittelten Werte der angefiihrten 
Gemische weichen von den Kurvenwerten fiir die betreffenden Fettmengen 
im Mittel um + 0,4 cem n/10 Bichromat oder + 0,16 mg Fettsubstanz ab. 


Bestimmung von Fettsubstanzen in Katzenleber. 


Mit der angegebenen Oxydationsmethode sind in sofort nach dem 
‘ Tode entnommener und nach Bloor mit Alkohol extrahierter Katzenleber 
folgende Werte bestimmt worden: 


Bestimmung der gesamten Fettsubstanzen (petrolitherléstiche Sub- 
stanzen des Alkoholextrakts) : 

111 mg Leber aus linkem Lappen verbrauchen 11,59 cem Bichromat 

132 ,, wn » rechtem ue oh ok, aa rae 

139 ,, »  Lobus quadratus - 15,00 ,, 7 

In einem aliquoten Teile des Alkoholextrakts werden die Phosphaticde 
nach Bloor bestimmt: 
111 mg Leber aus linkem Lappen verbrauchen 


7,96cem Bichromat ........... . = 5,075 mg = 4,57°%, 
132 mg Leber aus rechtem Lappen verbrauchen 

10,00 cem Bichromat. . ......... . = 6,375 ,, = 4,83% 
139 mg Leber aus Lobus quadratus verbrauchen 

10,63 cem Bichromat. .......... .= 6,78 ,, = 4,88 





und 
kohol 
Phos} 


lllm 
3,6: 
132 m™ 
3,73 


139 3 
4,3’ 


L 


Bioe 








} der 
thin- 

Fir 
t tur 


5,46, 
nN als 
ions- 
eem 
ecm 


1,41, 


ab- 


Bye 


ab- 


irten 
ngen 
> ab. 


dem 
lel 1 


Sub- 


nat 


aide 


Titrimetrische Bestimmung von Fett- und Lipoidsubstanzen usw. 145 


Aus der Differenz des Bichromatverbrauchs fiir Phosphatide 
und des Bichromatverbrauchs des gesamten  petrolitherléslichen Al- 
koholextrakts ergibt sich der Gehalt der Leber an Fettsubstanzen ohne 


Phosphatide : 

111mg Leber aus linkem Lappen verbrauchen 

3,63 cem, Reduktionsquotient: 2,51... . . . = 145mg = 1,31% 
132mg Leber aus rechtem Lappen verbrauchen 

3,73 ccm, Reduktionsquotient: 2,50 ...... 1,49 ,, 113% 
139mg Leber aus Lobus quadratus verbrauchen 

4,37 com, Reduktionsquotient: 2.48 ...... a a 1,37 % 


Die Prozentzahlen beziehen sich auf Feuchtgewicht der Leber. 
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Biochemische Studien im Zusammenhange 
mit Friihtreibeproblemen. 


Von 
Anneliese Niethammer. 


(Aus dem Institut fiir Botanik, Warenkunde und technische Mikroskopie 
der deutschen technischen Hochschule in Prag.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Einleitung. 


Die Zahl der Verfahren, die es gibt, um die winterliche Ruhe unserer 
Holzgewichse zu brechen, ist heute bereits sehr stattlich. Eine Auf- 
zahlung derselben kann an dieser Stelle unterbleiben, da Boresch in 
seinen Studien tiber die Biochemie der friihtreibenden Wirkung des 
Warmbades, die-in dieser Zeitschrift niedergelegt sind, die verschiedenen 
Methoden wiederholt diskutiert hat. Die eben zitierten Arbeiten von 


: Boresch versuchen es mit Erfolg, die biochemischen Grundlagen fiir 


die friihtreibende Wirkung des Warmbades zu erfassen. Es ist heute 
entschieden wichtiger, die bereits vorhandenen Friihtreibeverfahren 
kritisch durchzuarbeiten und genau zu studieren, wodurch der Treib- 
erfolg bedingt ist, als immer wieder nach neuen Treibmitteln Umschau 
zu halten. Parallel mit derartigen Untersuchungen ware es wichtig, 
einmal durch eine ganze Jahresperiode die Zweige eines Strauches 
oder Baumes nach allen Richtungen biochemisch durchzuarbeiten. 
Vielleicht kommt man so der Lésung der Frage, wodurch die Ruhe- 
perioden bedingt sind und wie die Treibverfahren angreifen, naher 
Es kann auch so ein Anhaltspunkt fiir weitere Forschungen geschaffen 
werden. Gerade die letzte Forderung, die wir hier stellen, ist recht 
schwer zu erfiillen und nur lange und ausdauernde Studien kénnen uns 
diesem Ziele naiher bringen. 
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Die vorliegende Arbeit will einen kleinen Teil der Fragen, die wir 
m wenigen Satzen aufrollten, einer Lésung naher bringen. Wir greifen 
zwei Treibmittel, die manches Gemeinsame haben, heraus. Das eine 
ist die Frostwirkung und das andere eine lingere T'rockenperiode. Von 
beiden Agenzien ist bekannt, daB sie friihtreibend wirken, und zwar 
danken wir diese Kenntnis den Studien von Howard. Das Durch- 
frieren der Zweige wurde gewohnlich im Eisschrank und das Trocknen 
im Laboratorium vorgenommen. Im direkten AnschluB an die Treib- 
versuche fiihrten wir einmal systematische Bestimmungen des Gehalts 
der Zweige an reduzierenden Zuckern durch. Wir wollten an Hand ge- 
nauer quantitativer Bestimmungen sehen, wieweit hier Veranderungen 
vor sich gehen und ob tatsachlich durch die Frostwirkung der Zucker- 
gehalt ansteigt. Derartige systematische und vor allem quantitative 
Studien stehen noch vollkommen aus. Weiter wollen wir sehen, ob 
durch die Trocknungsperiode dieselben Umsetzungen ausgelést werden. 
Der Ubergang zu den Verhaltnissen drauBen in der Natur ist leicht 
gegeben, da wir zu den Versuchen, die mit durchgefrorenen Zweigen 
angestellt wurden, selbstverstindlich auch unbehandelte Kontrollen 
brauchten, die stets erst zu dem Versuch in das Laboratorium gebracht 
wurden. Vergleicht man die Werte, die zeitlich zu den verschiedensten 
Punkten ermittelt wurden, so gewinnt man auch ein Bild iiber die 
Zuckerschwankungen in den Zweigen drauBen in der Natur. Solche 
Serienversuche, die eine quantitative Methodik benutzten, sind bis 
heute auch noch nicht gemacht worden. Der Vergleich von Unter- 
suchungen, die zeitlich weit auseinander liegen, ist hier ohne weiteres 
statthaft, da die Versuchsmethodik immer vollkommen dieselbe war. 
Es fiihrt somit in dieser Arbeit die eine Problemstellung von selber zu 
der anderen tiber. Der Gang der Darstellung, den wir zu wahlen haben, 
ist auch vorgezeichnet. 


II. Methodik. 


Die Treibversuche wurden von Oktober bis Dezember in den Jahren 
1929 und 1930 ausgefiihrt. Biochemische Studien beziiglich des Zucker- 
gehalts, der Oxalséure und einzelner Aschenelemente wurden wahrend 
einer ganzen Jahresperiode angestellt. Versuchspflanze ist durchwegs 
Flieder, da wir uns bei der Fiille der Studien, die uns vorschwebte, be- 
ziiglich der Versuchspflanze eine Beschrankung auferlegen wollten. Das 
Material entstammte durchwegs dem Botanischen Garten der Prager 
Universitat. 


Der Frostwirkung konnten wir die Zweige in einem elektrisch be- 
triebenen Eisschrank der Firma Elektro Lux aussetzen. Den Schrank stellte 
uns in liebenswiirdiger Weise die Firma zur Verfiigung, wofiir ihr nochmals 
gedankt sei. Dieser Eisschrank hat den Vorteil, da8 man ihn auf eine 
bestimmte Temperatur einstellen kann, die mit geringfiigigen Abweichungen 


10* 








148 A. Niethammer: 


durch viele Tage konstant bleibt. Wir priiften den EinfluB des Frostes 
in zweifacher Form. Das eine Mal kamen die Zweige sofort in den auf 
— 9° C gekiihlten Schrank und verbleiben bei dieser Temperatur 24 Stunden. 
Das andere Mal legten wir die Zweige in den Schrank, der noch Zimmer 
temperatur hatte und lieBen nun dieselben recht Jangsam einfrieren. Dies 
kann man mit dem Schranke auch erreichen, da er iiber drei Schaltungen 
verfiigt. Je nach der Wahl der Schaltung kann man eine starkere oder 
schwachere Kialte erzielen. Bei den zweiten Versuchsserien wurde eine 
34stiindige Einwirkungszeit gewahlt, da erst nach etwa 10 Stunden eine 
Temperatur von — 9° C erreicht wurde. Es kann sein, daB ein rasch an. 
greifender und andererseits ein langsam einsetzender Frost nicht die gleiche 
Wirkung entfalten. Das Trocknen der Zweige erfolgte im Laboratorium 
bei einer Temperatur von 16 bis 22° C. Die Zweige blieben zu diesem Zwecke 
ausgebreitet auf einem Tische liegen. 


Als Treibraum diente uns diesmal eine fensterlose Kammer. die schwarz 
angestrichen ist. Die Beheizung wurde elektrisch vorgenommen, und zwar 
betrug die Temperatur 20 bis 24°C. Da wir in friitheren Versuchen bereits 
die Erfahrung gesammelt hatten, da®B elektrisches Lampenlicht fiir die 
Entfaltung der Knospen giinstig ist, wahlten wir wieder diese Art der 
Beleuchtung. Die Beleuchtung wurde durchschnittlich 10 bis 12 Stunden 
vorgenommen, die iibrige Zeit des Tages blieben die Zweige im Dunkeln. 
Die Lampe war unmittelbar iiber dem Tische, auf dem die Versuchszweige 
standen, angebracht. Die Entfernung von dem oberen Rande der Gliiser 
zu der Lampe betrug etwa 50cm. Benutzt wurden diesmal sogenannte 
Tageslichtlampen, die wir der groBen Freundlichkeit der Osram A.-G. ver- 
dankten. Wir méchten an dieser Stelle nochmals Herrn Direktor Dr. Rosen- 
blatt fiir sein Entgegenkommen danken. Es ist bereits erwahnt, da wir 
wie in fritheren Versuchen nur mit abgeschnittenen Zweigen arbeiteten, 
die eine Linge von etwa 40 cm hatten. Die Zweige wurden mehrmals des 
Tages mit Wasser besprengt, trotzdem machte sich die Trockenheit un. 
angenehm bemerkbar. 

Nun miissen wir noch einige Worte iiber unsere biochemischen Studien 
verlieren. Hier kann nur einzelnes angefiihrt werden, da vieles nicht los 
gelést von dem ganzen Versuch besprochen werden kann. Die Besprechung 
und Bestimmung der reduzierenden Zucker (als Glykose) kann gleich erfolgen. 
Es werden stets 15 g lufttrockene Zweige benutzt. Ein langeres Vortrocknen. 
wie es eine exakte Versuchsmethodik vor der Einwaage fordert, unterblieb, da 
durch das Trocknen bei héherer Temperatur und die dabei vor sich gehenden 
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vor sich gehen kénnen. Das Material wird mit einer Schere zerkleinert 
und in einem Erlenmeyerkolben mit 100 cem Wasser 1 Stunde ausgekocht. 
Das Wasser wird mit Calciumcarbonat abgestumpft. Die Fliissigkeit wird 
abfiltriert und in einem Ma&kélbchen auf 100 ccm aufgefiillt. Die Be 
stimmung der reduzierenden Zucker erfolgt titrimetrisch und zwar unter 
Benutzung der bekannten Bertrandschen Methode. Vor der Ausfiihrung 
der Bestimmung, zu der jeweils 30cem benutzt werden, wird mit 
verdiinnter Salzséure invertiert. Die genaue Art der Ausfiihrung der 
Zuckerbestimmung kann in dieser Zeitschrift als bekannt vorausgesetzt 
werden. 

jinige wenige Worte méchten wir noch iiber die Bestimmung des 
Zuckers und der Starke direkt im Gewebe verlieren. Wir benutzten die 
bekannte Osazonprobe mit Phenylhydrazin. Erwarmt man die Schnitte 
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bei dieser Priifung etwa 2 Stunden lang auf dem Wasserbad, so erkennt 
man auch Biosen, kurzes Erwarmen gibt nur Monosen an. Es bilden sich 
an dem Ort, wo der Zucker abgelagert ist, schéne Spharite und Garben- 
biindel des Osazons. Diese Methode der Priifung hat den groBen Vorteil, 
daB sie uns genau angibt, wo wir die Zucker zu suchen haben. Die Art der 
Verteilung im Gewebe ist sicher auch nicht gleichgiiltig. Weiter benutzten 
wir noch die Probe nach Fliickiger, die es erlaubt, zwischen Fructose und 
Glykose zu scheiden. Saccharose zeigt diese Reaktion nicht an. Sie wird 
mit Kupfertartrat, das in Natronlauge (15% ig) gelést ist, ausgefiihrt. 
Ist Fructose vorhanden, so tritt der rote Niederschlag bereits in der Kalte 
auf, handelt es sich um Glykose, so erscheint die rote Fallung erst in der 
Warme. 

In einzelnen Fallen priiften wir auch auf Stdrke, unter Benutzung 
der bekannten Jodreaktion. Das Reagens wird nach den Vorschriften 
von Molisch hergestellt, der Jod in Chloralhydrat lést. AuBerdem inter- 
essierte es uns auch, etwas iiber die Verteilung des Na, K, P und Ca in den 
Geweben zu erfahren. Meist wurde die Priifung im Schnittpraparat aus- 
gefiihrt, mitunter wurde auch die Asche analysiert. Kalium wird unter 
Benutzung der Tripelnitritreaktion gefaBt, Natriuwm erkennt man als 
Uranylacetat, Phosphor wird als Molybdat gefallt, und zwar nach den 
Vorschriften von Klein, die direkt fiir organisch gebundenen Phosphor 
ausgearbeitet sind. Kalk wird in der iiblichen Weise als Gips erkannt. 
Die genaue Beschreibung der Methodik findet sich in den ausgezeichneten 
Handbiichern von Behrens-Kley, Emich, Klein und Molisch. 


Ill. Versuchsergebnisse. 


Die Besprechung der Versuchsergebnisse ist in zwei Unter- 
abteilungen zu scheiden. Der eine Teil befaBt sich mit den Treib- 
versuchen und den dazu gehérigen chemischen Bestimmungen. Der 
zweite Teil hat, von den Erfahrungen der kiinstlichen Treibverfahren 
ausgehend, die Verhaltnisse in der Natur zu erértern. 


1. Frithtreibversuche. 


Wir stellen unsere Ergebnisse in zwei Tabellen zusammen. Die Ver- 
suche erstreckten sich auf 2 Jahre; da sie im wesentlichen iibereinstimmende 
Werte zeigen, geniigen hier die Mitteilungen eines Jahres. Die Tabelle A 
gibt die Treibversuche wieder. Wir greifen hier die wichtigsten Versuche 
heraus, da wir nicht durch die Mitteilung langer Protokolle langweilen 
wollen. Jeder Versuch bekommt seine Nummer, die natiirlich in beiden 
Tabellen gleich ist. Unter der Rubrik Datum des Beginns haben wir den 
Termin zu verstehen, an dem der Versuch begonnen wurde und nicht das 
Datum, an dem unbedingt alle Zweige in den Treibraum eingestellt wurden. 
Aus der Entwicklungs- bzw. Wachstumsperiode greifen wir nur einige 
wichtige Punkte heraus, und zwar den Beginn des Treibens und den 
Anfang der Entfaltung. Die Tabelle B gibt die Ergebnisse der Zucker- 
bestimmungen wieder. Die Zahlen zeigen die Milligramm Zucker an, 
die je 15g Zweige enthalten, die 1 Stunde in Wasser ausgekocht worden 


waren. 
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Tabelle A. 
or 98 ie Ly al r Vorbehandlung d a . 2 Entfaltuny 
—————————S = = ¢ ————> — : 
la a < 0 Innerhalb 1'/, Mon. kein Treiben 
Lb .. 2 24> Frost 1. XI. 
le ae * Langsam eingefroren 1. XI. 6. XI. 
1d 8. X. 3 Tage Trockenheit 30. X. 5. XI. 
2a 25. X. 0 2. XII. 11. XU. 
2b 25. X. 24» Frost 3. XI. | ae ee 
2¢ 25. X. 3 Tage Trockenheit 1. XI. 10. XI 
3a 2. XI. 0 28. XI. 6. XII. 
3b 2. XI. 245 Frost 10. XI. 20. XI. 
3e¢ 2. XI. 3 Tage Trockenheit 9. XI. 1. 31 
4a | 16. XI. 0 30. XI. 5. XI. 
4b 16. XII. 24 Frost 24. XI. 28. XI. 
4c 16. XII. Langsam eingefroren 23. XI. 7. XI. 
4d 16. XII 3 Tage Trockenheit 22. XI. 26. XI. 
5a 1. XII. 0 11. XII. 14. XII. 
5b 1. XII. 245 Frost 8. XII. 10, XII. 
Be 1. XII. Langsam eingefroren 8. XII. 11. XII. 
5d 1. XII. 3 Tage Trockenheit 7. XII. 10. XT. 
Se 1. XII. 10 Tage Trockenheit 19. XII. - 
Tabelle B. 
Zucker 
V h D J se) 
ny Pe. a Vorbehandlung — 
la 8. X. 0 38 
1b 8. X. 24> Frost 43 
le 8. X. Langsam gefroren 40 
1d ee 3 Tage Trockenheit 40 
2a 25. X. 0 37 
2b 25. X. 24> Frost 45 
3a 2. XI. 0 54 
3b 2. XI. 24h Frost 83 
4a 16. XI. 0 60 
4b 16. XL. 24> Frost 85 
4¢ 16. XI. Langsam gefroren 83 
4d 16. XI. 3 Tage Trockenheit 66 
5a 1. XII. 0 68 
5b 1. XII. 24> Frost 90 
5e 1. XIL. Langsam gefroren 91 
5d 1. XIL. 3 Tage Trockenheit 72 
5e 1. XII. 10 Tage Trockenheit 58 
sie 


Die beiden Tabellen zeigen ganz bemerkenswerte Ergebnisse. 
lassen zundchst in Ubereinstimmung mit den Versuchen von Howard er 


kennen, daB Frost ein gutes Treibmittel ist. Noch giinstiger macht sich 
der EinfluB einer lingeren Trockenperiode geltend. Nach diesen Erfahrungen 
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ist man geneigt, der austrocknenden Wirkung des Frostes eine Bedeutung 
zuzusprechen. Gibt man beispielsweise Blatter von T'radiscantia discolor 
fir 1 bis 2 Stunden in den Eisschrank, so erkennt man, das die Zellen 
plasmolysiert sind. Die Plasmolyse der Zelle wird nun gerade durch einen 
Wasserentzug bedingt. Dieser Fall, der zum Vergleich herangezogen wurde, 
wiirde dafiir sprechen, daB der Frost tatséchlich durch seinen Wasser- 
entzug wirken kann. 


Das rasche, sowie auch das langsame Frieren der Zweige lést eine 
Erhéhung des Gehalts an reduzierenden Zuckern aus. Auch das Lagern im 
trockenen Raume trigt dazu bei, den Zuckergehalt um eine geringe Menge 
zu erhéhen. Die Erhéhung der Zuckermenge, die durch Frost bedingt 
wird, ist allerdings weitaus betrachtlicher. Diese Ergebnisse waren nach 
den Studien von Boresch' und friiheren Autoren zu erwarten. Interessant 
ist nun, daB die mehrtaégige Austrocknung der Zweige ein besseres und 
auch rascheres Treiben bedingt als der Eingriff des Frostes. Es scheint 
demnach die Erhédhung des Zuckergehalts, die bei den durchgefrorenen 
Zweigen entschieden gréBer ist als bei den ausgetrockneten Exemplaren, 
nicht allein von Bedeutung zu sein. Friihere Studien, die wir an Zweigen 
anstellten, bevor sie in den Treibraum eingestellt wurden und an solchen, 
die gerade im Begriff waren auszutreiben, lassen erkennen, daB zu Beginn 
des Treibens tatsdchlich eine starke Zunahme des Gehalts an reduzierenden 
Zuckern eintritt. Die Erhéhung des Zuckergehalts zu Beginn des Treibens 
oder auch schon bei den das Treiben einleitenden Vorgangen, ist sicher 
bedeutungsvoll, daB sie aber die Primarursache fiir das Zustandekommen 
des Treibens ist, kénnen wir ebensowenig annehmen, wie manche der 
friiheren Autoren. Unsere Ergebnisse bringen entschieden weitere Klarheit 
iiber die Veranderungen, denen der Zuckergehalt unterworfen ist, ohne 
aber tiber die Grimde, die den Austritt aus der Ruhe bedingen, ein ent- 
scheidendes Urteil fallen zu kénnen. Wir wollen nun noch, wie wir dies 
friiher bereits andeuteten, die Verhaltnisse in der Natur einer Betrachtung 
unterziehen. 


2. Untersuchungen an Fliederzweigen an verschiedenen Punkten der 
J ahresperiode. 


Der Ubergang zu dem Studium der Verhaltnisse in der Natur war 
leicht gegeben. Etwa alle 2 bis 3 Wochen brachten wir wihrend der Ruhe- 
zeit, bis zu dem Augenblick, wo in der Natur die freiwillige Ruhezeit aufhért, 
Zweige in das Laboratorium und ermittelten sofort den Zuckergehalt. 
Stellt man die gewonnenen Werte in einer Kurve zusammen, so kann 
man mit einem Blicke die Verhaltnisse iibersehen. Auf der Abszissenachse 
tragen wir die Zeit in Monaten und auf der Ordinatenachse die ermittelten 
Werte fiir den Zucker (Glykose) in Milligramm auf. Die Zeit wird, um das 
Ausma8 der Darstellung nicht zu groB zu erhalten, nur in Monaten an 
gegeben. Die erste Zahl bedeutet immer den Beginn des Monats und die 
zweite die Mitte desselben. Wir geben in Abb. | die graphische Darstellung. 
Der Zuckergehalt der Zweige nimmt in der Natur tatsichlich von Ende 
Oktober bis Dezember deutlich zu. Im Januar, wo die Zweige aus der frei- 
willigen Ruhe treten, nimmt er aber wieder ab, und gerade in dem Moment, 
der in der Natur das Treiben der Knospen bedingt, ist der Zuckergehalt wieder 


! Siehe Boresch, diese Zeitschr. 170, 487, 1926. 
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sehr stark zuriickgegangen. Man sieht demnach, daB, soweit unsere Studien 
an den Zweigen des Flieders gelten, zwischen dem Gehalt an reduzierendem 
Zucker in den Zweigen und der Treibwilligkeit keine Parallele zu ziehen 
ist. Hier ist die Stelle, um auf die Angaben Fischers einzugehen, die dic 
einzigen Studien darstellen, welche den Gehalt der Baume an reduzierendem 
Zucker durch eine Jahresperiode verfolgen. Leider handelt es sich nur wn, 
qualitative Bestimmungen, die mit Fehlingscher Lésung ausgefiihrt wurden. 
Nach den Studien dieses Forschers kann zu jedem Zeitpunkt der Jahres 
periode Zucker in den GefaBen ermittelt werden, die Menge desselben ist 
weitgehenden Schwankungen unterworfen. In diesem Punkte bestelht 
bereits eine Ubereinstimmung zwischen den Erfahrungen Fischers und 
unseren eigenen Studien. Wir betonten eingangs, daB auch wir einzelne 
histochemische Studien machten, da diese den Vorteil haben, den Sitz 
und die Verteilung der Zucker in den Geweben anzugeben. Die Methodik 
wurde bereits beriicksichtigt. Im Oktober sind, entsprechend unseren 
analytischen Werten, die Reaktionen, welche man erzielt, AuBerst schwach. 
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Eine deutliche Reaktion erzielt man nur in den GefiéBen. Rindenparenchym 
und Knospen lassen eine sehr schwache Reaktion erkennen. Diese Er- 
gebnisse wurden mit der Osazonprobe und dem Nachweis nach Fliickiger 
erzielt. Die Reaktion bei der Benutzung der Versuchsanordnung nach 
Flickiger gibt erst nach Erwarmen einen roten Niederschlag. Dieser 
Befund zeigt, daB vorherrschend Glykose vorhanden ist. Interessant ist. 
da8B im Oktober im Mark iiberhaupt keine Reaktion auf Zucker erzielt 
werden kann. Im November und Dezember sind die Reaktionen, die man 
in den Zweigen erhalt, bedeutend kraftiger, auch das Mark enthalt jetzt 
reduzierende Zucker. Die gréBte Menge desselben findet sich aber immer 
in den GeféBen. Im Januar und Februar werden die Reaktionen wieder 
schwiacher. Wir miissen nochmals auf die Arbeit Fischers zuriickkommen 
und die Schwankungen des Zuckergehalts, von denen er spricht, beriick- 
sichtigen. In der Zeit von September bis Ende Oktober herrscht ein Minimum 
an reduzierenden Zuckern, bis Ende Dezember erfolgt dann ein Anstieg 
des Gehalts an reduzierenden Zuckern. Zu Beginn des Knospentreibens 
ist wieder eine starker Riickgang im Gehalt der reduzierenden Zucker zu 
verzeichnen. Nach dem Knospentreiben beginnt dann wieder der Anstieg 
im Gehalt an Zuckern. ir erkennen auch hier wieder, daB die Schwan- 
kungen im Gehalt an reduzierenden Zuckern nicht mit der jeweiligen 
Treibwilligkeit der Knospen zusammenhaingen. Die Umwandlung, der die 
Zucker unterworfen sind, geht parallel mit der Auflésung bzw. der Regene- 
rierung der Starke, soweit die Angaben von Fischer reichen. Analytische 
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Bestimmungen der Starke fiihrten wir nicht aus. Wir orientierten uns nur 
dureh einige histochemische Studien. Die Benutzung von Jod in Chloral- 
hydrat gelést, ist fiir unsere Zwecke sehr angenehm, da dem Chloralhydrat 
eine aufhellende Wirkung zukommt. Etwas Starke ist in den Zweigen stets 
vorhanden, auch wahrend des Zuckermaximums. Sie ist in den Mark- 
strahlen gespeichert, die sich nach Zusatz von Jod intensiv bliuen. Im 
September und Oktober gewinnt man auch in den Rindenparenchymzellen 
eine deutliche Reaktion, die aber im November und Dezember ganz schwach 
wird und schlieBlich tberhaupt ausbleibt. Mit dem Monat Januar be- 
ginnend, werden die Reaktionen wieder intensiver. Hier méchten wir noch 
erwéhnen, da8 an den Zweigen, die der Frostwirkung ausgesetzt worden 
waren und deren Zuckergehalt deutlich angestiegen ist, im Gewebe keine 
stirkere Reaktion auf Starke ermittelt werden kann. Es ist demnach 
nach dem Ausfrieren kein histochemisch nachweisbarer Verlust an Starke 
eingetreten. Knollen und Wurzeln scheinen sich in der Richtung anders 
zu verhalten. Sellerieknollen und Petersilienwurzeln, die histochemisch 
reichlich Starke in ihren Parenchymzellen zeigen, werden 24 Stunden einer 
Frostwirkung von — 9° C ausgesetzt. Priift man nach dieser Kinwirkung 
auf Starke, so fallt auf, daB die Reaktion viel schwacher geworden ist. 
Parallel damit liefen auch Zuckerbestimmungen, die sowohl analytisch, 
als histochemisch ausgefiihrt wurden und die jedesmal einen Anstieg 
desselben erkennen lieBen. 

Eine Bemerkung von Boresch, die mit friiheren Ausfiihrungen Webers 
iibereinstimmt, daB vielleicht den organischen Saéuren Bedeutung zukomme 
im Zusammenhang mit der Treibwilligkeit der Knospen, regte dazu an, 
iiber die Oxalsdure Untersuchungen anzustellen. Oxalséure ist auch als 
Treibmittel bekannt. Es wurde mikrochemisch in Schnittpraparaten, 
unter Benutzung der Kleinschen Sublimationsprobe, auf diese Saure gepriift. 
Im Oktober und November konnten wir kein Sublimat gewinnen. Erst mit 
dem Beginn erhéhter Treibwilligkeit der Fliederknospen, die Anfangs 
November einsetzt, kann ein deutliches Sublimat dieser Saure erzielt werden. 
In diesem Zusammenhang darf vielleicht erwaihnt werden, daB die kristalli- 
sierten Kalkoxalatausscheidungen, die sich im Rindenparenchym befinden, 
beziiglich ihrer Menge groBen Schwankungen unterworfen sind. Von 
September bis April sind sie iberhaupt vollkommen verschwunden. Mitte 
April erkennt man eine geradezu mussenhafte Ausfaillung dieser Kristalle. 
Diese Ausscheidung setzt aber erst nach dem Beginn des Treibens ein 
und kann daher nur als eine sekundére Erscheinung gewertet werden, die 
als Folge des Treibens eintritt. Auch wahrend der Sommermonate sind 
die Kristalle einer staéndigen Auflésung und erneuten Ausfallung unter 
worfen. 


Orientierende Studien machten wir weiterhin iiber die Aschenelemente 
inden Geweben. Wir miissen gleich angeben, daB im Gewebe selbst stets nur 
sehr schwache Reaktionen erzielt wurden. Dieser Umstand beruht wohl 
darauf, daB die meisten Elemente in organischer Bindung vorhanden sind 
und unter diesen Bedingungen der iibliche Nachweis nicht gliickt. 


Kalium und Phosphor kénnen stets, wenn auch nur in recht geringen 
Mengen, im Gewebe nachgewiesen werden. Zu Beginn des Treibens, im 
Friihjahr, gewinnt man tatsachlich etwas kriaftigere Reaktionen. Der 
gr6Bte Anstieg dieser beiden Elemente ist aber im April im Gewebe zu 
verzeichnen. Dies ist in dem Augenblick der Knospenentfaltung. Die 
gréBte histochemisch nachweisbare Menge von Kalium und Phosphor ist 
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demnach auch erst nach der Knospenentfaltung zu verzeichnen. Diese 
Befunde sind interessant, da Klebs die Menge der anorganischen Stoff: 
mit der Treibwilligkeit in Zusammenhang bringen will. Caleiwn uni 
Natrium sind im Winter in sehr geringer Menge faBbar. Zu Beginn des 
Knospentreibens stellen wir keinen Unterschied fest. Erst im April, wo 
auch das Maximum der Kalkoxalatausfallungen eintritt, sind hedeuten« 
starkere Reaktionen zu erzielen. 

Wir gaben bereits eingangs der Arbeit an, daB fiir manche Treil) 
verfahren angefiihrt wird, sie beeinflussen in irgendeiner Weise den Zustand 
der Pflanzenzelle. Durch diese Zustandsinderung wird der Treiberfoly 
bedingt. Zustandsinderungen kénnen nun recht mannigfacher Natur 
sein. Eine sehr einfache Methode, die uns allenfalls etwas tiber die Zustands 
anderungen der Zellen sagt, ist die Plasmolyse. Je nach dem Verhalten 
der Zelle bei der Plasmolyse kann man allenfalls Riickschliisse auf den 
Zustand des Protoplasten, der die lebende Substanz der Zelle darstellt. 
ziehen. In dieser Richtung ist itiberhaupt noch nichts bekannt, und wi: 
schritten daher an die Aufgabe heran, die Zellen beziiglich ihrer Plasmo- 
lysierbarkeit zu priifen. Wir wahlten fiir die Versuche das Rindenparenchym., 
und zwar stellten wir uns aus demselben Langsschnitte her. Um den 
Vorgang der Plasmolyse besser verfolgen zu kénnen, benutzten wir die Vital- 
farbung der Zellen. Die Anfairbung wurde mit 0,00°,ligen Neutralrot- 
lésungen vorgenommen. Diese Konzentration wird ohne Schadigung der 
Zelle ertragen. Die Farbung wird an Zweigstiicken vorgenommen, denen das 
Periderm abgelést wurde. Die Farbstofflésungen befanden sich in Vogel- 
schalen, in die die Zweigstiickchen eingelegt wurden. Die Plasmolyse 
selbst nahmen wir mit 0,5 g-Lésungen von Kalisalpeter und Nickelcyan 
kalium vor. Nickeleyankalium ist, wie unsere Erfabrungen erstmalig lehrten, 
ein ausgezeichnetes Plasmolyticum. Im April, Mai, Juni und Juli gliickt die 
Plasmolyse in den Rindenparenchymzellen rasch und vollzahlig. Der 
Zellinhalt zieht sich zu einer wohlgeformten Kugel zusammen, die rot 
gefarbt ist. Bei den Versuchen mit Nickeleyankalium erkennen wir eine 
tiefrote, beinahe schwarze Farbung. Im August fallt bereits auf, daB die 
Zahl der plasmolysierbaren Zellen zuriickgeht. auch ist die Farbung de 
Zellen nach dem Wasserentzug bedeutend heller, als dies bei den friiheren 
Versuchen der Fall war. Im September und Oktober tritt noch eine weitere 
Verringerung der Zahl plasmolysierbarer Zellen auf. Hervorzuheben ist. 
daB die Zellen nach der Behandlung mit Nickelcyankalium gelbrot und 
nicht mehr schwarzrot getént sind. Im November und Dezember, wo die 
Treibwilligkeit der Zellen wieder zunimmt, beobachten wir auch eine gr6éBere 
Anzahl plasmolysierbarer Zellen. Die Zustandsdnderungen der Zellen gehen. 
soweit wir dieselben durch den Grad ihrer Plasmolysierbarkeit fassen kénnen, 
tatsdchlich mit dem Grade der Treibwilligkeit Hand in Hand. Wie sich diese 
Priifungsart bei den verschiedenen Treibverfahren bewaéhrt und in welcher 
Weise sie mit ihnen in Einklang zu bringen ist, k6nnen erst kiinftige Versuche 
lehren. Nach der Einwirkung des Frostes ist rasch und leicht Plasmolyse 
in den Zellen méglich. Die Zellen zeigen nach dem Aufenthalt in den Nickel 
eyankaliumlésungen eine tiefschwarzrote Farbung. Interessant ist nocl 
folgendes Ergebnis. L&a®t man die Schnitte nach der Frostwirkung durch 
mehrere Stunden in den Nickelcyankaliumlésungen liegen, so erkennt man 
die Ausfallung feiner Kristallnadeln in Form von Rosetten. Bei den 
Kontrollversuchen. mit nichtdurchgefrorenen Zweigen sind diese Rosetten 
nur in seltenen Fallen zu beobachten. Denkbar ist es, da8 durch die starke 
Entwasserung, die erst durch den Frost und dann durch das Plasmolyticum 
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erfolgt, der Wasserentzug so stark ist, daB eine machtige Konzentrations- 
erhéhung eintritt, die die Ausfallung bestimmter Verbindung erméglicht. 
Wir denken hier vor allem an die Ausfallung eines Oxalats, sei es des 
Natrium-, Kalium- oder Calciumoxalats. Es sei gestattet, ein Vergleichs- 
beispiel anzufiihren. Die Blatter von T'radiscantia discolor enthalten reichlich 
Natriumoxalat. La6t man diese Blatter nun 1 bis 2 Stunden ausfrieren, 
so erkennt man eine starke Anreicherung der nadelférmigen Natrium- 
oxalatausscheidungen. Durch den Wasserentzug und die darauf folgende 
Konzentrationsanreicherung ist jedenfalls die Ausfallung der Raphiden 
bedingt. 

Uber einschlagige Fragen hoffen wir spater noch berichten zu kénnen. 


iV. Zusammentassung der Ergebnisse. 


1. Frost und eine Trockenperiode sind beide gute Treibmittel. 
Der Trockenperiode ist der Vorzug zu geben. 

2. Der Gehalt an reduzierenden Zuckern wird durch die Frost- 
wirkung erhéht. Die Trockenheit bedingt nur eine ganz geringfiigige 
Vermehrung. 

3. Es wird der Zuckergehalt der Zweige wahrend einer Jahres- 
periode studiert, derselbe ist groBen Schwankungen unterworfen. 
Das Maximum des Gehalts an reduzierenden Zuckern hangt nicht 
mit dem Maximum der Treibwilligkeit der Knospen zusammen. 

4. Es wird getrachtet, Zustandsinderungen in dem Zelleben zu 
fassen. Die Plasmolysierbarkeit der Rindenparenchymzellen ist nicht 
zu allen Punkten der Jahresperiode gleich. Es kann eine Uberein- 
stimmung zwischen der Treibwiiligkeit der Knospen und der Plasmo- 
lysierbarkeit der Zellen erkannt werden. 
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Weitere Studien iiber die Amylosynthease. 


Ve nm 
S. Nishimura. 


(Aus dem Laboratorium der Unionbierbrauerei Kawaguchi-Machi bei Tokio. 


(Eingegangen am 23. Dezember 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Enzymatische Koagulation der Stirkelésungen. 


Es ist schon lange bekannt, daB bei Zusatz von Malzauszug zu 
konzentrierten Starkelésungen sich die Starke in Form eines feinen 
Niederschlags oder kleiner Kérnchen ausscheidet. 

Diese Erscheinung wird Retrogradation genannt. 


Maquenne'! sowie Wolff und Fernbach? nahmen bei diesem Vorgang 
eine Riickbildung der Starke durch ein besonderes Enzym an. Sie unter- 
schieden dieses Enzym von der Amylase und nannten es Amylokoagulase. 
Es ist ferner beobachtet worden, daB dieses Enzym sehr weit verbreitet 
ist und sich in reifen Kérnern und keimenden Samenblattchen findet. 

Nach Oppenheimer handelt es sich um eine Ausflockung der Starke 
aus ihren Lésungen, und zwar wird dies durch die Gegenwart der Amylase 
insofern begiinstigt, als nach Sallinger* die als Schutzkolloide wirkenden 
Sole von der Amylase gespalten werden und dadurch die Gele ausfallen 
kénnen. Eine wirkliche Riickbildung von Starke konnte noch nicht beob 
achtet werden. Berczeller* nimmt an, daB es sich um eine Abscheidung 
erst allmahlich entstehender gréberer Teilchen handelt. Neuerdings unter 
scheidet Joszt® die Amylokoagulase streng von dem verzuckernden Enzym 
und fand sie auch in reifen Erbsen, in reifer Gerste und Hafer sowie in 
.,Diastase Merck". 


Wie vor kurzem berichtet, habe ich beobachtet*, daB auch bei 
Zusatz von Hefeautolysat eine klar verfliissigte Starkelésung (1 °,ig) 
ganz allmahlich charakteristische Koagulationserscheinungen zeigt 


Maquenne, C. r. 187, 129, 1903. 

Wolff u. Fernbach, Ann. Inst. Pasteur 18, 165, 1904. 
Sallinger, Kolloidzeitschr. 25, 79, 1919. 

Berczeller, diese Zeitschr. 84, 37, 1917. 

Josz2, Chem. Centralbl. 1925, I, 1327. 

Nishimura, diese Zeitschr. 223, 161, 1930. 
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Ich wollte deshalb untersuchen, ob zwischen den Koagulationen durch 
Malzextrakt und durch Hefeautolysat ein Unterschied besteht. 

Zu je 100 cem 1-, 2- und 3 °,iger verkleisterter Starkelésung wurden 
1, 2 und 3ccm des Malzauszuges zugesetzt (pu 6,2). Alle Lésungen 
verfliissigten sich bei 20° nach etwa 20 Minuten, farbten sich nach 
| Stunde und 40 Minuten mit Jodlésung rot und nach 6 Stunden gelb. 
Die 1°,ige Lésung blieb immer klar, die 2°,,ige Lésung begann sich 
nach 6 Stunden allmahlich zu triiben, und nach 24 Stunden hatte sich 
ein weiBer Niederschlag abgesetzt. Die 3° ige Lésung triibte sich schon 
nach 30 Minuten, war nach 1 Stunde undurchsichtig und  zeigte 
schlieBlich die charakteristische Koagulation der Starke, wie sie bei 
Zusatz von Hefeautolysat auftritt. Die Lésung enthielt nach 30 Minuten 
0,776 g Maltose in 100 ccm; es waren also schon 26°, verzuckert. 
Das Koagulum der 2- und 3°,igen Lésung lést sich beim Erhitzen 
klar auf, scheidet sich aber allmahlich wieder aus. Die klare Lésung 
farbt sich mit Jod blau. Die Menge des Niederschlags ist bei der 2 ° igen 
Lésung viel geringer als bei der 3 °,igen. 

100 cem 3 °,ige verkleisterte Starkelésung wurden mit 6 ccm Malz- 
auszug und 100 cem 3° ,ige lésliche Starkelésung wurden mit 3 cem 
Malzauszug versetzt. Es trat ebenfalls eine Ausflockung ein, doch 
war der Niederschlag viel geringer als bei dem oben angegebenen Versuch 
mit 3°.iger Starkelésung. Die Menge des Koagulums war ungefahr 
so groB wie oben bei der 2°,igen Starkelésung. 

100 cem 1°, ige verkleisterte Starkelésung wurden mit geringen 
Mengen Malzauszug, z. B. 0,01, 0,02, 0,05 cem, die vorher 10 Minuten 
lang bei 70° erhitzt wurden, versetzt. Die Lésungen waren innerhalb 
24 Stunden klar verfliissigt, triibten sich allmahlich, und schlieBlich 
fiel eine geringe Menge eines weiBen Niederschlags aus. Die mit 0,02 cem 
Malzauszug versetzte Lésung farbte sich mit Jod nach 3 Tagen rot 
und nach 6 Tagen gelb. Von der mit 0,01 com Malzauszug versetzten 
Lésung waren schon nach 6 Tagen 55°, verzuckert, da 0,573 g Maltose 
gefunden wurde. 

Die oben beschriebenen Versuche zeigen, daB die charakteristische 
Koagulation der Starke durch Malzauszug wesentlich von der Viskositat 
der Lésung abhangt. In 1 °,iger Lésung trat niemals Koagulation ein, 
obwohl nur sehr geringe Mengen des Malzauszugs zugesetzt wurden. 
Wenn man die Koagulation in der 3°,igen Starkelésung wirklich auf 
Riickbildung der Starke durch eine Amylokoagulase zuriickfiihren will, 
mu8 man die Enzymwirkung als sehr stark bezeichnen, da die Aus- 
flockung schon nach 30 Minuten eintritt. Es ist deshalb sehr unwahr- 
scheinlich, daB die Koagulation in 1 °,,iger Staérkelésung durch dasselbe 
Enzym hervorgerufen wird. Die Koagulation der Starke durch Malz- 
auszug kann man nicht auf die Wirkung einer Amylokoagulase zuriick- 
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fihren, denn die Erscheinung zeigt sich nur bei unvollstandigem Abbau 
durch geringe Mengen Amylase in konzentrierter Starkelésung. 

Dagegen tritt, wie schon erwahnt, durch Hefeautolysat in 1 °jige. 
ja sogar in 0,5°%iger Starkelésung (verkleisterter sowie léslicher) 
die charakteristische Koagulation auf. Es wurden z. B. zu 100 ccm 
1°, iger verkleisterter Stairkelésung (px 6,2) 5cem des Hefeauszuges 
zugesetzt. Bei 20° verfliissigte sich die Lésung nach 10 Stunden, war 
nach 24 Stunden noch fast klar, triibte sich aber nach 2 Tagen all- 
mahlich, und nach 3 Tagen war die ganze Lésung weiB und klebrig 
wie Milch. Die Verzuckerung war sehr gering, nach 12 Tagen wurden 
in 100 ccm nur 0,062 g Maltose gefunden. Die Jodreaktion blieb imme: 
blau. Bemerkenswert ist der Befund, daB eine Klebreisstarkelésung, 
die sich mit Jod bekanntlich rot farbt, bei Zusatz von Hefeauszug 
allmahlich eine blauviolette Jodreaktion liefert, wahrend bei Zusatz 
der verschiedensten Mengen Malzauszug die Jodreaktion immer gelb 
blieb. 

Nur die Koagulation der Starke durch Hefeautolysat ist auf die 
Wirkung einer Amylokoagulase oder Amylosynthease zuriickzufiihren ; 
beim Malzauszug trifft dies nicht zu, er enthalt dieses Enzym nicht. 


Einflu8 yon Chemikalien auf die Enzymwirkung. 


Es ist bekannt, daB Schwermetallionen manche Enzymwirkungen 
stark hemmen. Ich untersuchte daher auch den EinfluB einiger Schwer- 
metallsalze und einiger anderer Chemikalien auf die Amylosyntheas« 
Sehr leicht und deutlich 14Bt sich der Verlauf der Jodfairbung der 
Klebreisstarkelésung, der durch das Enzym hervorgerufen wird, beob- 
achten. Wenn man zu 100 cem 1 °,,iger Klebreisstérkelésung (px = 6,2) 
5cem Hefeauszug zusetzt, so verschiebt sich die Jodreaktion de1 
Lésung bei 20° C nach 24 Stunden von rot nach violett und nach 2 bis 
3 Tagen nach blauviolett. Bei den folgenden Versuchen wurde eine 
bestimmte Menge des auf seine Wirkung zu untersuchenden Stoffe- 
und 5ccem des Hefeauszuges zu 100 cem 1°, iger Klebreisstarkelésung 
zugesetzt und der Verlauf der Jodreaktion beobachtet. Wenn dir 
Jodreaktion der Lésung nach 3 Tagen noch rot war, so wurde dies al- 
vollstindige Hemmung bezeichnet. Es geniigte bei manchen Chemi- 
kalien eine minimale Menge, um die Enzymwirkung fast vollstandig 
zu hemmen: 





Chemikalien mg in 100cem 


Sublimat 
Silbernitrat 
Kupfersulfat 
Zinksulfat 
Formaldehyd 





um { 


bichre 
ander 
Meng 


I 
als Aé 
Achre 
desto 
der n 
gemel 
der d 
resiste 
L 
Abba 
hitzen 
nur 2 
einer | 


N 
aus de 
die Sy 
1 
auszug 
mit J 
die Ex 
zucker 
200 ce: 
gebilde 
filtrier 
nun n 





aul 





Amylosynthease. 159 


20 cem Alkohol, 0,005 g Kaliumcyanid, 0,007 g Ferrisulfat und 
Sattigung der Lésung mit Chloroform hemmten die Enzymwirkung 
um 50°. 0,01 g Aluminiumsulfat oder Bleiacetat oder Kalium- 
bichromat hemmten die Enzymwirkung fast gar nicht. Wie bei 
anderen Enzymen wirkt auch bei der Amylosynthease der Zusatz kleiner 
Mengen von Schwermetallsalzen stark hemmend. 


Enzymatische Synthese hiherer Dextrine aus Grenzdextrinen. 


Dextrine, die mit Jod keine Farbung mehr geben, bezeichnet man 
als Achroodextrine. Je nach dem Grad des Abbaues diirften mehrere 
Achroodextrine existieren. Je niedriger die Stufe des Abbaues ist, 
desto schwieriger wird das Dextrin durch Amylase verzuckert. Bei 
der normalen Stirkeverzuckerung bleibt die Maltosebildung im all- 
gemeinen bei ungefahr 78°, stehen. Dieser bleibende Restkérper, 
der das niedrigste Achroodextrin darstellt, ist gegen Malzamylase 
resistent und wird allgemein als Grenzdextrin bezeichnet. 


Das bei friiheren Versuchen verwendete Achroodextrin wurde durch 
Abbau mittels eines Malzauszuges, der durch 10 Minuten langes Er- 
hitzen auf 70° C teilweise inaktiviert wurde, hergestellt. Dabei wurden 
nur 20°, Zucker gebildet. Das erhaltene Achroodextrin gehérte noch 
einer héheren Stufe an und wurde durch Malzamylase leicht angegriffen. 


Malzauszug 3ccm; po = 49; Temperatur 20°C. 





g Maltose in 100 cem (1 %/9ig) nach 


30 Min. 


2 Std. Std. =| 3 Tagen 


0,401 0,450 0,533 0,558 


Nachdem die enzymatische Synthese von héheren Dextrinen! 
aus dem Achroodextrin gelungen war, wurden nun Versuche angestellt, 
die Synthese aus noch niedrigeren Achroodextrinen zu erzwingen. 


1 Liter 2°, ige verkleisterte Starkelésung wurde mit 60 ccm Malz- 
auszug bei 50° verzuckert. Die Lésung farbte sich nach 30 Minuten 
mit Jod gelb; nach einstiindiger Verzuckerung wurde gekocht, um 
die Enzymwirkung aufzuheben. Die Starkelésung war zu 72°, ver- 
zuckert, also viel tiefer abgebaut wie friiher. Die Lésung wurde auf 
200 cem eingeengt und mit Hefe vergoren, um méglichst viel von dem 
gebildeten Zucker zu beseitigen. Nach Beendigung der Garung wurde 
filtriert und der Alkohol durch Kochen verjagt. Die Lésung enthielt 
nun niedrige Achroodextrine. Versetzt man 100ccm der 1 igen 


1 Nishimura, diese Zeitschr. 225, 264, 1930. 
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Dextrinlésung mit 3ccm Malzamylaselésung, so verliuft die Ver- 
zuckerung bei pa = 4,9 und 20° C folgendermaBen: 





g Maltose in 100cem nach 
30Min. | 2S8t2. | 2%Std. 3Tagen 


0,041 0,081 0,238 0,388 


Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB das Dextrin gegen Malzamylase 
ziemlich resistent ist. 

100 cem 1 °,ige Dextrinlésung (px = 6,2) wurden mit 5 ccm Hefe- 
auszug versetzt. Bei 20°C farbte sich die Lésung mit Jod nach 
24 Stunden braun, nach 3 Tagen rotbraun, nach 6 Tagen rot und nach 
9 Tagen violettrot. Dann wurden nochmals 5 ccm Hefeauszug zugesetzt, 
und nach 18 Tagen erst fairbte sich die Lésung mit Jod violett. Die 
Lésung wurde dann gekocht, von dem aus HefeeiweiBsubstanzen be- 
stehenden Niederschlag abfiltriert, auf etwa 20 ccm eingeengt und 
an einem kiihlen Orte stehengelassen. Das Dextrin fiel allmahlich 
als weiBes Pulver aus. Nach 24 Stunden wurde abgenutscht, mit etwas 
Wasser, dann mit Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. Das 
Dextrin ist in kaltem Wasser ziemlich schwer léslich und wird erst 
beim Erhitzen klar gelést. Die Lésung farbt sich mit Jod violett. 

Um den Abbau des synthetisierten Dextrins durch Amylase zu 
verfolgen, wurden der Dextrinlésung 3 ccm Malzamylaselosung zugesetzt 
und nach Zugabe von Puffergemisch auf 100ccm (1 %ig) aufgefiillt 
(px = 4,9). Den Verlauf der Jodreaktion und die Verzuckerung bei 
20° C zeigt folgende Tabelle: 


Jodreaktion. 





Violett Rot Gelb 


Am Anfang | Nach 18Min. | Nach 88 Min. 


' 





Verzuckerung (g Maltose in 100 ccm) nach 





30 Min. | 2 Std. 24 Std. 3 Tagen 


0,540 0,621 0,671 0,687 


Aus den Tabellen ist ersichtlich, daB zwischen der Verzuckerung 
des urspriinglichen Dextrins und des daraus synthetisierten Dextrins 
ein wesentlicher Unterschied besteht. Das Achroodextrin wird von 
Malzamylase nur schwer verzuckert, und zwar waren nach 30 Minuten 
0,041 g Maltose, nach 2 Stunden 0,081 g Maltose gebildet. Das synthe- 
tische Dextrin, das aus dem durch Amylase nur schwer zu_ ver- 
zuckernden Achroodextrin aufgebaut wurde, wird durch Malzamylase 
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leicht verzuckert, und zwar waren nach 30 Minuten schon 0,540 g 
Maltose gebildet. 

1 Liter 2°,,ige Starkelésung wurde mit 60 ccm Malzamylaselésung 
versetzt und 3 Stunden lang bei 50° verzuckert und wie oben weiter- 
behandelt. Die Maltosebildung blieb dabei bei 76°, stehen. Durch die 
um 2 Stunden langere Verzuckerung gegeniiber dem oben beschriebenen 
Versuch, wurde die Maltosebildung nur um 4°, vermehrt. Die Ver- 
zuckerung ist also fast bis zum Grenzabbauwert der Starke erfolgt. 
Den Verlauf der Verzuckerung dieses Dextrins sowie des Bierdextrins 
(das im Bier enthaltene Dextrin ist auch resistent gegen Amylase) 
durch Amylase zeigt folgende Tabelle: 





gz Maltose in 100cem nach 


30 Min. Ps) aN 2 Std. oan py Std. er Tagen 6 Tagen 
Dextrin . . 0,015 0,023 0,077 0,124 0,170 
Bierdextrin . 0,017 . 0,977 -- 0,160 


Dieses Grenzdextrin wird durch Malzamylase auBerordentlich 
schwer verzuckert; es ist ebenso wie das Bierdextrin gegen Malz- 
amylase sehr resistent. 

Zu 100cem der 1°, igen Grenzdextrinlésung (pa = 6,2) wurden 
5cem Hefeauszug zugesetzt. Bei 20° gab die Lésung mit Jod allmahlich 
eine Rotfirbung. Da die Jodreaktion nach 10 Tagen und sogar noch 
spiter nicht nach violett tiberging, wurden nochmals 20 cem der nach 
einer friiher beschriebenen Methode gereinigten Enzymlésung zu der 
Dextrinlésung zugesetzt. Die Lésung farbte sich nun mit Jod nach 
24 Stunden braunrot, nach 3 Tagen rot und nach 6 Tagen violett. 
Nachdem die violette Jodreaktion erreicht war, wurde die Lésung 
gekocht und wie oben weiterbehandelt. Das erhaltene Dextrin lést 
sich in Wasser auch erst beim Erhitzen klar auf. Die Lésung farbt 
sich mit Jod violett. 

Es muB noch erwahnt werden, daB die rote Jodreaktion des 
Reaktionsgemisches verhaltnismaBig leicht erreichbar ist, wahrend 
sich der Ubergang von der Rotfarbung zur Violettfarbung ziemlich 
schwer vollzieht und auch die Ausscheidung der synthetisierten Dextrine 
aus der mit Jod sich rot farbenden konzentrierten Lésung kaum eintritt. 
Erst aus der mit Jod sich violett fairbenden konzentrierten Lésung 
fallen die Dextrine aus. Es ist daher anzunehmen, dab das mit Jod 
sich violett farbende Dextrin von héherem Polymerisationsgrad ist. 
Die Synthese des mit Jod sich violett firbenden Dextrins aus dem 
Dextrin des Bieres ist ebenfalls gelungen, obgleich diese Synthese 
etwas schwieriger war als die aus dem oben beschriebenen Grenz- 
dextrin. 


Biochemische Zeitschrift Band 232. 11 
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Um den Abbau des synthetisierten, mit Jod sich rot farbenden 
Dextrins (1) und des sich violett farbenden Dextrins (I1) durch Amylas 
mit dem Abbau der Starke zu vergleichen, wurden je 3ccm Malz 
amylaselésung zu den Dextrinlésungen und zu der Starkelésung (all: 
1°,ig) zugesetzt und nach Zugabe von Puffergemisch auf 100 com 
aufgefiillt (px = 4,9). Den Verlauf der Jodreaktion und die Ver 
zuckerung der Lésungen bei 20° zeigt folgende Tabelle : 





Jodreaktion 
rot gelb 
zu Beginn ‘ee “ 


nach Min. 


SS rot 
=" eat ae vivlett 
eee oy eS blau 





Verzuckerung (g Maltose in 100cem) nach 
30 Min. 2 Std. 24 Std 3 Tagen 
DextrinI .... : 0,288 0.339 0,357 0,383 


‘ rome a 0,554 0,666 0,698 0,712 
ere be a i 0,595 0,702 0,760 0,785 


Starke 








Jy nthet Dextr oH 


Synthet Dextrin I 





Grenzdextrim 
Stan 25/4 COM 
Zeit ——___ > 
Abb. 1. 
Graphische Darstellung der Verzuckerung der Dextrine und der Stirke. 








Aus dieser Darstellung ist zu ersehen, daB beim Grenzdextrin 
nach 30 Minuten 0,015 g Zucker, nach 24 Stunden nur 0,077 g Zucke: 
gebildet wurde, waihrend dagegen bei dem daraus synthetisierten 


Dextrin schon nach 30 Minuten 0,554 g Zucker gebildet wurde. 


Die obigen Versuche beweisen, daB héhere Dextrine aus jeder 
Stufe des Starkeabbaues durch Malzamylase riickgebildet werden 
kénnen und daB sogar aus dem Grenzdextrin, das gegen Malzamylase 
fast vollig resistent ist, das mit Jod sich violett farbende Dextrin durch 
die Amylosynthease pelymerisiert werden kann. Je héher polymerisicrt 
das Dextrin ist, desto leichter wird es durch Malzamylase verzuckert 
und desto mehr gleicht der Verlauf der Verzuckerung dem der Starke. 
Es ist bemerkenswert, daB die Zuckerbildung beim synthetischen 
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Dextrin und bei der Starke bis zum Verschwinden der Jodreaktion, 
d. h. bei rascher Depolymerisation, sehr schnell und danach sehr langsam 
verlauft. Z. B. ist beim Dextrin nach 30 Minuten 0,455 g Zucker, bei 
der Starke nach 50 Minuten 0,653 g Zucker gebildet worden, das sind 
also schon 78 bzw. 83°, der gesamten in 3 Tagen gebildeten Zucker- 
menge. 

Die neue Anschauung tiber die Konstitution der Starke besagt, 
daB die Polyosen nicht aus langen, geradlinig verbundenen Ketten von 
Hexoseresten bestehen, sondern aus einfachen Grundkérpern, Anhy- 
driden, deren Natur noch nicht bekannt ist und die vielleicht auch 
untereinander .verschieden sind. Es kommen einfache Hexosane, 
C,H,)0;, oder Dihexosane, Cy. Hy90,9, vielleicht sogar noch strukturell 
héhere Gebilde in Betracht. 

Pringsheim nimmt fiir den einfachsten Stoff, das Dihexosan aus Amylose, 
die Zusammensetzung aus zwei am-Glucose an. Dagegen entsteht nach 
Pictet aus Amylopektin ein Trihexosan. Pictet erhielt aus léslicher Starke 
durch Glycerinspaltung zunéchst ein Hexahexosan, das in Trihexosan 
aufspaltbar ist. Pringhsetm halt es fiir sicher, daB sein durch Enzym- 
wirkung erhaltener Restkérper ein Trihexosan ist und vielleicht das gleiche 
wie das aus Amylopektin erhaltene Trihexosan. 

Obwohl meherer Anschauungen iiber die Bausteine der Starke 
vorhanden sind, kennen wir die wahre Natur dieser Grundkérper noch 
nicht, da die enzymatische sowie die chemische Synthese der héheren 
Dextrine bis jetzt noch nicht gelungen ist. 


Pringsheim' hat deshalb neuerdings in einer Abhandlung iiber die 
chemische Natur der Starke die Meinung vertreten, daB keiner der bisher 
beim Abbau der Starke erhaltenen K6rper als fundamentale Molekiileinheit 
angesprochen werden kénne, da allen diesen K6érpern zwei wesentliche 
Eigenschaften fehlen: sie farben sich nicht mit Jod und zeigen keine Neigung 
zur Polymerisation. Pictet® und seine Mitarbeiter sind gleich Pringsheim 
der Ansicht, daB die bis jetzt bekannten Abbauprodukte der Starke, also 
die Hexosane, die Polyamylosen und die Maltose selbst gleichzeitig De- 
formationsprodukte sind, deren molekulare Struktur im Laufe der 
Operationen, aus denen sie hervorgegangen sind, verdindert worden ist, 
derart, da8 man aus dieser Struktur keinen brauchbaren Riickschlu®B auf 
die Struktur der Starke ziehen kann. Diesen RiickschluB kénnte man nur 
ziehen aus einer neuen Reihe, deren Glieder die beiden oben verlangten 
Eigenschaften aufweisen. Sie nehmen an, da® ein Isotrihexosan, das bei 
der Glycerinspaltung gewonnen wird, ein wahrer Grundkérper sein diirfte. 


Meine Versuche beweisen, daB héhere Dextrine aus dem Grenz- 
dextrin, das gegen Malzamylase sehr resistent ist, auf enzymatischem 
Wege synthetisiert werden kénnen und daB das synthetische Dextrin 
durch Malzamylase viel leichter verzuckert wird als das Grenzdextrin. 


1 Pringsheim, A comprehensive Survey of Starch chemistry 1928, S. 35. 
2 Pictet u. Vogel, Helv. Chim. Acta 12, 700, 1929. 
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Je héher der Polymerisationsgrad des Dextrins ist, desto mehr nahert 
sich der Verlauf der Verzuckerung dem der Starke. 


Das Grenzdextrin, das durch intensiven Abbau mittels Diastase 
und Entfernung der gebildeten Maltose erhalten wird, entsteht an- 
scheinend nur aus dem Amylopektin, wenn das Komplement felt 
Nach Pringsheim hat der Restkérper die Struktur seines Trihexosans 
Das Trihexosan diirfte also sicher ein Grundkérper der Starke sein 
wenigstens soll die Starke aus einem dem Restkérper ahnlichen Stoff 
durch Polymerisation entstehen. 


Die gefundenen Tatsachen sind jedenfalls fir das Studium und 
die Konstitutionsaufklarung der Sarke sehr wichtig. 
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Glykolysehemmung und Methylglyoxalanhaufung. 


Von 
H. K. Barrenscheen. Karl Braun und Miklos Dreguss. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 25. Dezember 1930.) 


In unserer Mitteilung! tiber die Hemmung der Blutglykolyse 
konnten wir den Befund anfiihren, daB simtliche, die Glykolyse der 
Erythrocyten hemmenden Eingriffe und Zusitze bei Verwendung 
von Hexosediphosphat als Substrat zu einer Anhaufung von Methyl- 
glyoxal fiihren. Es war naheliegend, diese einfache Methode, welche 
den Nachweis der Methylglyoxalanhaufung durch nicht vorbehandeltes 
Blut erméglicht, auch auf die tibrigen Gewebe zu tibertragen. Die 
mit lebensfrischem Muskel sowie Leber und Niere erhaltenen Ergebnisse 
haben zu einer Reihe von weiteren Feststellungen und Fragestellungen 
gefiihrt, die im nachstehenden kurz besprochen werden sollen. 


1, Methylglyoxalanhiufung bei Einwirkung von Jod- bzw. Bromessigsiure 
auf frisches Gewebe. 


Zu den Versuchen wurden die Organe von Meerschweinchen und 
Kaninchen verwendet, welche ohne Narkose durch die Carotis entblutet 
wurden. Die derart auBerst blutarmen Muskeln wurden méglichst rasch 
rapariert und im Hofmeisterschen Apparat zu einem homogenen Brei 
vermahlen. Leber und Niere wurden nach rascher Abpraparierung des 
Fettes und Bindegewebes im Porzellanmérser mit der Schere fein zer- 
schnitten und weiter zu einem feinen Brei verrieben. Die als Zusatz ver- 
wendete Jod- bzw. Bromessigséurelésung wurde jeweils frisch hergestellt 
und nach exakter Neutralisation mit Soda durch Kochsalzzusatz iscosmotisch 
gemacht. Die Konzentration war durchweg m/10. Das zu den Versuchen 
verwendete, nach Newberg und Sabetay? dargestellte Magnesiumsalz der 
Hexosediphosphorsdure kam als 4- bzw. 5°%,ige Lésung in Anwendung’. 
Die Versuchsdauer betrug 2 bis 4 Stunden. 


' Diese Zeitschr. 281, 144, 1931. 

2 Ebendaselbst 161. 240, 1925. 

3 Fiir die Uherlassung eines Quantums von Candiolin sprechen wir 
uch an dieser Stelle der IT. G. Farbenindustrie Leverkusen unseren ver- 
hindlichsten Dank aus. 
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Wie aus folgender Ubersicht, welche, um iiberfliissige Wieder- 
holungen zu vermeiden, jeweils nur ein Beispiel unserer Versuch 
bringt, hervorgeht, gelingt es mit RegelmaBigkeit bei dieser Versuch» 
anordnung, innerhalb der kurzen gewahlten Versuchzeiten die An. 
haufung von Methylglyoxal nachzuweisen. Auch in diesen Versuchen 
zeigte sich, daB, entsprechend den Angaben Neuwbergs und seiner Mit 
arbeiter, Methylglyoxalanhaufung nur bei Verwendung von Hexose 
diphosphat als Substrat zu erzielen ist, wahrend Glucose, Fructose, 
Glykogen und losliche Starke durchweg zu negativen Ergebnissen 
fiihrten. 

Versuch 7. Marz 1930. Meerschweinchen, 92, 43) g. 

Muskulatur: Samtliche Ansatze enthalten 1 g Muskelbrei, ferner 

2cem m/10 Jodessigsiure, 3 ccm 0,9% NaCl, 5cem 5°, Mg-Salz 
m/10 3 ., 0.9% NaCl 5 ,, 4% Glucose 
2 , m/10 ‘a 3 ,, 0,9% NaCl, 5 ,, 1% Glykogenlsg 
(Kontrolle) 5 0,9% NaCl 5 ,, 5% Mg-Salz 


» 
- *. 


Leber: Die Ansatze enthalten je 1 g Leberbrei, ferner 
. 2cem m/10 Jodessigsaure, 3 ccm 0,9°% NaCl, 5cem 5% Mg-Salz 
~ - we wlee i _ 0,9% NaCl (Kontrolle) 


Niere: Die Ansitze enthalten je | g Organbrei, ferner 
. 2cem m/10 Jodessigsiure, 3 cem 0,9°% NaCl, 5 cem 5% Mg-Salz 
2.2 , m/10 “ 8 ,, 0,9% NaCl ‘Kontrolle) 


Nach 4 Stunden Brutschrank (37°) wurden saémtliche Ans&tze mit 
je Ll cem 20 %iger Trichloressigsiure enteiweiBt und das wasserklare Filtrat 
mit 2ccem einer heiBen 2%igen Lésung von 2, 4-Dinitrophenylhydrazin 
in 2 n HCl versetzt. Bei Muskulatur 1, Leber 1 und Niere | sofort typische: 
Niederschlag des Methylglyoxal-bis-2, 4-Dinitrophenylhydrazons (Musku 
latur +++, Leber +, Niere ++). Farbreaktion des Hydrazons mit 
Alkohol-Kalilauge reinviolett. Schmelzpunkt des getrockneten Hydrazon- 
(nicht umkristallisiert) 294°. 


Versuch 24. Marz 1930. Kaninchen, o, 2500 g. 


Muskulatur: Samtliche Ansatze enthalten 5 g Muskelbrei, 25 cem 5 
Mg-NSalz, ferner 


1. 5cem m/10 Jodessigsiure, 20 ccm 0,9% NaCl 
2. 5 ,, m/10 Bromessigsaure, 20 ,, 0,9% NaCl 
3. 20 ,, mit Chloroform gesattigte 0,9 %ige NaCl-Lésung 


Leber: 5g Leberbrei, 20 com 5% Mg-Salz, 5ccm m/10 Bromessig 
saure, 15 cem 0.9% NaCl. 

Niere: 5g Organbrei, 20 cem 5% Mg-Salz, 5cem m/10 Bromessig 
saure, 15 cem 0,9% NaCl. 

Nach 4 Stunden im Brutschrank bei 37° sémtliche Ansétze mit Tri- 
chloressigsaure enteiwei®t und die wasserklaren Filtrate mit je 10 ccm 
2% iger 2, 4-Dinitrophenylhydrazinlésung versetzt. Muskulatur 1, 2 und 5 
Niederschlag +++, Leber ++, Niere +++. Farbreaktion der Hydra 
zone mit Alkohol-Kalilauge reinviolett. Schmelzpunkt (aus Nitrobenzo! 
umkristallisiert) 297°. 
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Versuch 27. Marz 1930. Meerschweinchen, o°, 700 g. 

Muskulatur: 5g Brei, 25cem 4% Mg-Salz, 20 cem 0,9% Kochsalz, 
seem m/10 Jodessigsaéure. 

Leber: 3g Brei, 25 cem 4%, Mg-Salz, 20 cem 0,9% NaCl, 5 cem m/10 
Bromessigsaure. 

Niere: 2 ¢ Brei, 25 cem 4% Mg-Salz, 20 ccm 0,9°% NaCl, 5 cem m/10 
bromessigsaure. 

Nach 4 Stunden Brutschrank in samtlichen Ansétzen reichlich Methyl- 
vivoxalanhéufung nachweisbar (Muskulatur +++, Leber ++, Niere 

+). Farbreaktion der Hydrazone mit Alkohol-Kalilauge reinviolett. 
Schmelzpunkt der aus Nitrobenzol umbkristallisierten Hydrazone 298°. 
Mischschmelzpunkt mit reinem Methylglyoxal - bis - 2, 4 - Dinitropheny]- 
hvdrazon 298°. 

Wie aus der voranstehenden Auswahl unserer Versuche hervor- 
geht, laBt sich bei dieser Versuchsanordnung die Methylglyoxalanhaufung 
durch lebensfrisches Gewebe einwandfrei und in relativ kurzer Zeit 
nachweisen. Auffallend erscheint immerhin, daB die Methylglyoxal- 
anhaufung durch Lebergewebe im allgemeinen wesentlich geringer 
ist als die durch Muskel und Niere bewirkte. Ob diese Tatsache, fiir 
die wir untenstehend weiteres Belegmaterial beibringen, durch quanti- 
tative Unterschiede in den entsprechenden Fermentsystemen der 
einzelnen Organe bedingt ist, oder ob hier der Ausdruck einer qualitativen 
Verschiedenheit erblickt werden muB, l4Bt sich nicht ohne weiteres 
entscheiden. 

DaB wir die Fermentsysteme der verschiedenen Organe nicht mit- 
eimander identifizieren kénnen und da®B offenbar, je nach den Leistungen, 
der eine oder andere Fermentkomplex in den verschiedenen Geweben 
zuriicktritt, zeigen unter anderem auch die Versuchsergebnisse, die beim 
Blute bzw. bei der Muskulatur durch Zusatz von Fluorid erzielt wurden. 
(Wahrend Fluoridzusatz im Blute nach den Befunden von Rona und 
/wasaki' sowie nach unseren eigenen Untersuchungen zu einer Abspaltung 
anorganischen Phosphats fiihrt und die Synthese dabei vollkommen in 
den Hintergrund tritt, fiihrt beim Muskel Fluoridzusatz zu einem fast 
vollkommenen Verschwinden des anorganischen Phosphats und zu quanti- 
tativer Veresterung zugesetzten Glykogens, die allerdings, nach den Unter- 
suchungen von Lohmann?, zu einem .,unphysiologischen’’ Ester fiihrt.) 
Man kénnte nun daran denken, daB in der Leber im Gegensatz zu Muskel 
und Niere der diastatische Fermentkomplex gegeniiber dem glykolvtischen 
stark in den Vordergrund tritt, wahrend in der Muskulatur und auch in 
der Niere, vielleicht entsprechend der héheren energetischen Leistung, 
welche diese Gewebe zu vollbringen haben, der zuckerspaltende Ferment- 
komplex iiberwiegt. Die Untersuchungen von Popper und Fenz* iiber 
die postmortale Milchséurebildung in der Leber kénnten gleichfalls in diesem 
Sinne verwertet werden. Aufschliisse in dieser Richtung sind von einer 
quantitativen Verfolgung der Methylglvoxalanhaufung an den ver- 


! Diese Zeitschr. 174, 493, 1926. 
2 Ebendaselbst 222, 324, 1930. 
3 Ebendaselbst 229, 397, 1930. 
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schiedenen Organen, speziell an glykogenfreien bzw. -reichen Lebern zu 
erwarten, Untersuchungen, die wir uns vorbehalten. 

In einer Reihe von Versuchen haben wir bei gleichbleibende: 
Bromessigséure- und Substratkonzentration die Menge des Ferment- 
systems variiert. Die Versuche sollten die in der vorangehenden Arbeit 
mitgeteilten Versuche mit Blut, in denen der Einflu8 variierter Substrat- 


und Jodessigsiuremengen untersucht wurde, auch hinsichtlich der 


Veranderung der Fermentmenge erginzen. Sie wurden weiter in 
Hinblick auf die Versuche von Neuberg und Kobel! iiber die Anhaufung 
von Brenztraubensiure durch Hefe unternommen.  Beziiglich der 
Brenztraubensdure hatten wir in unseren Versuchen durchgehend ein 
negatives Ergebnis. Dagegen zeigt sich, wie aus nachstehender Tabelle | 
hervorgeht, daB Abweichungen nach oben und unten itiber ein Optimum 
an Fermentmaterial zu wesentlich geringeren Ausbeuten an Methyl- 
glyoxal fihrt. 
Tabelle I. 


Versuchstiere: Meerschweinchen. 





; | m/10 Methylglyoxa! 
Organ Menge 5°/o Mg-Salz NaCl Bromessigséure| nach 4 Std 


g cem eem cem Brutschrank 


25 20 
Muskel - - - 25 20 

25 20 
Muskel - - - 25 20 
25 20 
5 25 20 
0 25 20 
3 25 25 
5 25 25 
l 10 10 
2,5 10 10 


* Schmelzpunkt des Hydrazons 297°. 
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Weitere Versuche in dieser Reihe hatten den EinfluB von aeroben 
bzw. anaeroben Bedingungen auf die Methylglyoxalanhaufung, speziell 
durch Muskelgewebe, zum Gegenstand. Wir bringen als Beispiel nach- 
stehenden Versuch. 


Versuch 27. Marz 1930. Meerschweinchen, o*, 750 g. 


Muskulatur im Hofmeisterschen Apparat vermahlen. Zu samtlichen 
Ansatzen wurden je 5g Muskelbrei, 25 ecm 4% Mg-Salz, 20 ecem 0,1°, 
NaCl und 5 cem m/10 Jodessigsiure verwendet. Im einzelnen wurden die 
Ansatze wie folgt behandelt: 


1 Diese Zeitschr. 216, 493. 1929. 
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a) wurde nach Uberschichten mit 1 cem Toluol in den Brutschrank gestellt, 
b) wurde ohne Toluoclzusatz gut verschlossen im Brutschrank geschiittelt, 
c) wurde im Wasserbad bei 37° mit O, durchperlt, 
d) wurde im Wasserbad bei 37° mit N, durchperlt. 

Nach 31, Stunden wurden samtliche Ansaitze mit Trichloressigséiure 
enteiweiBt und gleiche Filtratmengen mit den gleichen Mengen 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazin gefallt. Die Ergebnisse waren folgende: 


a) leichte Triibung, spater feinflockiger Niederschlag, 


sofortige starke Triibung, feinflockiger Niederschlag, 
sofort reichlich grobflockiger Niederschlag, 


ce 


d 


sofort reichlich grobflockiger Niederschlag. 
Schmelzpunkt der aus Nitrobenzol umkristallisierten Hydrazone 298°. 


Wie aus dem Versuch hervorgeht, zeigt sich beziiglich des quanti- 
tativen Ausfalls kein Unterschied zwischen der mit Sauerstoff bzw. 
Stickstoff behandelten Probe. Irgendein EinfluB der Sauerstoffzufuhr 
bzw. der anaeroben Bedingungen auf die Methylglyoxalanhaufung 
liBt sich nicht feststellen. Die im Verhaltnis zu der im Brutschrank 
ruhig gestandenen Kontrolle gr6éBeren Ausbeuten diirften in diesen 
Versuchen auf die durch den Gasstrom bewirkte bessere Durchmischung 
der Flissigkeit zuriickzufthren sein, durch die immer neue Mengen 
von Substrat mit dem Fermentgemisch in Beriihrung gebracht wurden. 
Fir eine solche Auffassung spricht auch das Ergebnis in der Probe, 
in welcher der gut verschlossene Ansatz einfach im Brutschrank ge- 
schittelt wurde. 


ll. Die Einwirkung von Pankreasextrakt auf die Methylglyoxalanhiufuag. 


Durch die Untersuchungen von Winfield und Hopkins’ ist zum ersten 
Male die Gegenwart eines die Milchsaéurebildung aus Starke durch Muskel- 
brei hemmenden Stoffes im Pankreas nachgewiesen worden. Weitere 
Untersuchungen aus dem Hopkinsschen Institut von Foster und Woodrow? 
sowie Foster* kamen zu einer Restatigung der ersten Angabe von Hopkins 
ind zeigten gleichzeitig, daB diese Hemmung mit dem Trypsin nichts zu 
tun hat und auch nicht durch die von Dakin und Dudley* beschriebene 
Antiglyoxalase des Pankreas zu erklaren ist. Erginzende Untersuchungen 
von McCullagh® fiihrten zu dem hemerkenswerten Ergebnis, daB Pankreas- 
extrakt die Milchséurebildung aus Stirke und Glykogen durch das nach 
Meyerhof® dargestellte glykolytische System des Muskels bis zu 100%, 
zu hemmen imstande ist und daB diese Hemmung augenscheinlich dadurch 
sustande kommt, daB die fiir die Glykolyse notwendige Phosphorylierung 
interbleibt. Weitere Untersuchungen von Case und McCullagh? fiihrten 


Journ. of physiol. 50, Proce. V, 1915. 
Biochem. Journ. 18, 562, 1924. 
Ebendaselbst 19, 757, 1925. 

Journ. of biol. Chem. 15, 463, 1913. 
Biochem. Journ. 22 , 402, 1928. 
Diese Zeitschr. 183, 176, 1927. 
Biochem. Journ. 22, 1060, 1928. 
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allerdings zu dem Ergebnis, daB diese hemmende Wirkung offenbar mit 
der Amylase des Pankreas zusammenhingt. Abgesehen von dem Parall.| 
gehen zwischen hemmender und Amylasewirkung und den gleichen 1), 
aktivierungsbedingungen durch Hitze, spricht fiir diese Annahme die Tat 
sache, daB Maltosezusatz in gleicher Weise die Wirkung des Hemmungs 
faktors wie die der Amylase aufzuheben imstande ist. Fiir die Identitit 
beider laBt sich auch anfiihren, daB andere tierische (Speichel-) und pflanz 
liche (Taka-, Malzdiastase) Amylasen den gleichen Effekt zeigten wi: 
Pankreasextrakt, da®B ferner die Milchsaéurebildung aus zugesetzter Glucos: 
in keiner Weise durch Pankreasextrakt beeinfluBt wurde. Wenn so fii 
die Hemmung der Milchséurebildung aus Starke wnd Glykogen die hemmeni 
Wirkung des Pankreasextraktes als Amylasewirkung aufzufassen ist 

die durch die Amylase gebildete Maltose ist offenbar fiir das glykolytiscly 
Ferment des Muskels nicht angreifbar —, so sprechen auf der andere: 
Seite doch Befunde von Harrison und Mellanby? dafiir, daB méglicherweix: 
noch andere Faktoren an dieser Hemmung der Milchsaéurebildung dure! 
Pankreasextrakt beteiligt sind. Zumindest muB die Hemmung der Glykolys: 
durch Muskelextrakt aus Hewxosediphosphat, welche nach den Untersuchunge: 
von Harrison und Mellanby bis zu 100% betragen kann, auf einen andere: 
Mechanismus zuriickgefiihrt werden. Nach den Untersuchungen vor 
McCullagh zeigt sich in den Versuchen mit Pankreasextrakt nicht nur kein 
Abnahme des anorganischen Phosphats, sondern im Gegenteil eine Zunahme 
Es muB also dem Pankreasextrakt auch eine Phosphatausewirkung 2 
geschrieben werden, und es erschien theoretisch nicht ausgeschlossen, dat! 
ein Teil der Hemmungswirkung auf diese Phosphatasewirkung oder ein 
Aktivierung der Phosphatasen zuriickzufiihren ist. Eine derartige Aut 
fassung ergab sich in Konsequenz der in der vorangehenden Arbeit aus 
gesprochenen Anschauungen iiber den Mechanismus der Glykolysehemmuny 


Wir haben nun in einer ganzen Anzahl von Versuchen in An 
lehnung an die urspriingliche Technik von Winfield und Hopkins 
Glykolyseversuche mit Zusatz von Pankreasextrakt unter Verwendung 
von Hexosediphosphorsaure als Substrat unternommen?. Als Pankreas- 
extrakt diente eine Lésung von kauflichem ,,Pankreatinum absolutum 
purum* Merck, die durch Extraktion von 1 g des trockenen Praparat- 
ntit 10cem physiologischer Kochsalzlésung wahrend 1 Stunde und 
Filtration vom Ungelésten erhalten wurde. In keinem der zahlreich 
angestellten Versuche gelang es, durch Pankreasextrakt allein Meth,!- 
glyoxalanhiujung aus Hexosediphosphat zu erreichen. Ebensowenig 
hatte Pankreasextraktzusatz zu Versuchsansétzen mit Jod- bzw. Brom- 
essigsdure (untersucht wurde Blut und Muskel) eine Erhéhung de: 
Ausbeute an Methylglyoxal, die theoretisch durch den Gehalt de- 


! Biochem. Journ. 24, 141, 1930. 

2 Eine Hemmung der Glykolyse durch Pankreasextrakt in Kontro!l- 
versuchen mit Glucosezusatz lieB sich nicht einwandfrei nachweisen, «a 
das verwendete Mercksche Praparat von Haus aus betrachtliche Mengen 
reduzierender Kohlenhydrate enthalt, deren Menge offenbar durch weiter 
Spaltung polymeren Kohlenhydrates wahrend des Versuchs dauert! 
zunimmt. 
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Pankreasextrakts an Antiglyoxalase zu erwarten ware, zur Folge. 
Dagegen fiihrten Untersuchungen, in welchen neben Jodessigsdéure 
und Pankreasextrakt Glykogen als Substrat benutzt wurde, zu der 
bemerkenswerten Feststellung, daB unter diesen Versuchsbedingungen 
Methylglyoxalanhaufung beobachtet werden kann, und zwar ist dieser 
Nachweis bei Verwendung von Muskulatur und von Hefe gelungen, 
wie nachstehende Versuche belegen. 
Versuch 5. Mai 1930. Kaninchen, o*, 3000 g. 


Muskulatur im Hofmeisterschen Apparat vermahlen. Die Anséatze 
enthielten sémtlich 5 ¢ Muskelbrei, ferner 


|. 30 cem 0,9°% NaCl, 0,2 ¢g Mg-Salz, 5 ccm m/10 Jodessigséure, 


2.25 ,, 0,99% NaCl, 0,2 g¢Mg-Salz. 5 .. m/10 »  &ccemP.-E.! 

3. 30) .. «=0,9% NaCl, 0,2 g Mg-Salz, So 

4. 30) ., 0,9% NaCl, 0,1 g Glykogen, Se 34 

5. 25 ,, 0.9% NaCl, 0,1 g Glykogen, 5 ,. m/10 site 
Methylglyoxalbildung nach 4 Stunden Brutschrank: 1. +++, 2. 

3%. —, 4. —, 5. +4. Reaktion des Hydrazons mit Alkohol-Kalilauge rein- 

violett. 


Versuch 6. Mai 1930. Hefeversuch. 


Die Ansatze enthielten je 5 g untergarige Hefe (Nwssdorf), 40 cem m/15 
Phosphat py 6,8, ferner 
1. 2 ¢ Glykogen, 5 cem m/10 Jodessigséure, 5 cem P.-E. 


2. 2¢ 9 5 ., m/10 ms 5 .,, Wasser (Kontrolle) 

Nach 4 Stunden Brutschrank je 10 cem entnommen. Methyliglyoxal- 
bildung in 1. +, nach 22 Stunden Brutschrank gleiches Ergebnis. Farb- 
reaktion des Hydrazons mit Alkohol-Kalilauge reinviolett. 

Theoretisch sind diese Versuchsergebnisse von verschiedenen 
Gesichtspunkten aus bemerkenswert. Wahrend sich sonst alle unter- 
suchten Zuckerarten, auch Glykogen und Starke, bei verschiedenster 
Variation von Phosphat- und Pyrophosphatzusatz, entsprechend den 
Angaben von Neuberg und seinen Mitarbeitern zur Methylglyoxal- 
anhaufung als ungeeignet erwiesen, liegt hier unseres Wissens erstmals 
ein positives Ergebnis mit Glykogen als Substrat vor. Starke in Form 
von léslicher Starke erwies sich in unseren Versuchen auch bei Zusatz 
von Pankreasextrakt als vollkommen negativ. Man kénnte zur Er- 
klarung des positiven Ausfalls der Versuche mit Glykogen auf die 
Ergebnisse der Arbeiten von Euler? und Kuhn* zuriickgreifen und 
annehmen, daB die unter den Versuchsbedingungen gebildete reaktions- 
fahige am-Glucose zur Umsetzung noch dort befahigt ist, wo die iibrigen 
Zuckerarten versagen. Eine andere Erklarungsméglichkeit scheint 


' P.-E. Pankreasextrakt. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 211, 1925. 
3 Ber. 57, 1968, 1924. 
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uns in den Befunden von Harrison und Mellanby gegeben, nach denen 
der Umsatz von Hexosemonophosphat durch Pankreasextrakt nicht 
gehemmt wird. Wie mit Pany und Berger! gezeigt werden konnte, 
entsteht bei der Glykogenolyse eine Hexosemonophosphorsdure, und es 
ist die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, daB diese intermediar 
bei der Glykogenolyse auftretende Hexosemonophosphorsaure als 
Substrat fiir die Methylglyoxalanhaufung anzusprechen ist. Fir eine 
solche Auffassung kann der von Neuberg und Mitarbeitern erhobene 
Befund herangezogen werden, daB bei der Methylglyoxalanhaufung. 
die aus Hexosediphosphat beobachtet wird, zweifellos Hexosemono 
phosphorséure als Intermediairprodukt auftritt. Warum bei Zusatz 
von Pankreasextrakt Hexosediphosphat zu schlechteren Ausbeuten an 
Methylglyoxal fiihrt, wie im Jodessigsiureversuch allein, kénnte seine 
Erklirung darin finden, da®B im Sinne der Anschauung von Harrison 
und Mellanby Hexosediphosphat durch die Phosphatase des Pankrea-- 
extrakts auBerst rasch vollstindig dephosphoryliert wird. 


Ill. Methylglyoxalanhiufung bei der Vergiftung mit Halogenessigsiiuren 
und Insulin. 

In den bisher mitgeteilten Versuchen wurde die Hemmung det 
Glykolyse durch Zusatz von Brom- bzw. Jodessigsaure bewirkt. Nach 
den Untersuchungen von Lundsgaard? iiber die Muskelkontraktion 
jodessigséurevergifteter Tiere war von vornherein anzunehmen, dab 


bei dieser ohne Milchséurebildung verlaufenden Kontraktion der 
glykolytische Vorgang im Muskel gehemmt sein miisse. Kommt nun 
die Hemmung der Glykolyse auf dem gleichen Wege zustande wie 
die durch Zusatz von Jod- bzw. Bromessigsdéure bedingte, d. h. ist auch 
hier eine Ausschaltung bzw. Zerstérung des Cofermentkomplexes fii 
die Glykolysehemmung maBgebend? Die Frage lieB sich nach zwei 
Richtungen hin beantworten: Einmal indem die Muskulatur von mit 
Jod- bzw. Bromessigsiure vergifteten Tieren direkt auf Methylglyoxa! 
geprift wurde, dann indem man die Muskulatur jod- bzw. bromessig. 
siurevergifteter Tiere auf ihre Fahigkeit priifte, aus zugesetztem 
Hexosediphosphat Methylglyoxal zu bilden. Beide Wege fiihrten 21 
einem positiven Ergebnis. Jn der Muskulatur von Tieren, welche durch 
Jod- bzw. Bromessigsdurevergiftung in allgemeiner Muskelstarre zugrund: 
gegangen sind, laBt sich direkt Methylglyoxal nachweisen®. Ebenso 


! Diese Zeitschr. 229, 196, 1930. 

2 Ebendaselbst 217, 162, 1930. 

3 Nach AbschluB unserer experimentellen Untersuchungen erschie 
eine weitere Mitteilung von Lundsgaard aus dem Meyerhofschen Institut 
(diese Zeitschr. 227, 51, 1930), in welcher gleichfalls der Nachweis von 
Methylglyoxal in der Muskulatur jodessigsiure vergifteter Tiere erbracl\t 
wird, ohne daB jedoch Lundsgaard aus diesem Befund weitere Schliisse zieht 
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bildet die Muskulatur von mit Jod- bzw. Bromessigsiure vergifteten 
Tieren ohne weiteren, die Glykolyse hemmenden Zusatz nicht un- 
betrdchtliche Mengen Methylglyoxal aus Hexosediphosphat. Nach- 
stehende Auswahl aus unserem Versuchsprotokoll soll das Angefiihrte 
belegen. 


a) Methylglyoxalnachweis in der Muskulatur jodessigsdurevergifteter Tiere. 


Versuch 24. Marz 1930. Frosch (Esculenta), 45 g. 0,4 mg Jodessigsaure 
in den vorderen Lymphsack injiziertt. Nach 14 Minuten komplette Starre. 
Dekapitiert, Muskulatur rasch abprapariert. Reaktion der Muskulatur 
nach dem Zerschneiden alkalisch. Die Muskulatur wurde in der vierfachen 
Menge eisgekiihlter Trichloressigsaure fein zerschnitten und filtriert. Im 
Filtrat mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin typischer Niederschlag von Methy1- 
glyoxal-bis-2, 4-Dinitrophenylhydrazon. Farbreaktion des Hydrazons mit 
Alkohol-Kalilauge reinviolett. 


Versuch 25. Marz 1930. Meerschweinchen, ot, 580 ¢. 9 Uhr 32 Minuten 
250 mg Jodessigsiure subkutan. 9 Uhr 40 Minuten Speichelflu8, Krampfe. 
Weiterhin vollkommene Starre der Muskulatur. 9 Uhr 47 Minuten f. 


Die Muskulatur, die auch nach dem Zerschneiden alkalisch war, wurde 
rasch abprapariert, in die zehnfache Menge eisgekiihlter | °,iger Phosphor- 
siure eingetragen und unter der Saure fein zerschnitten. Zur Anreicherung 
des Methylglyoxals wurde im Wasserdampfstrom destilliert, das Destillat 
unter Eiskiihlung aufgefangen und neuerlich anreichernd mit Wasserdampf 
destilliert. Dieses zweite Destillat wurde schlieBlich iiber freier Flamme 
neuerlich destilliert. Samtliche Destillate gaben momentan intensive Jodo- 
formreaktion; die im dritten Destillat ausgefiihrte Fallung mit 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazin ergab sofort reichlichen Niederschlag von typischem Methy]- 
glyoxalhydrazon. Farbreaktion mit Alkohol-Kalilauge reinviolett. Schmelz- 
punkt des nicht umkristallisierten Hydrazons 297°. 


b) Methylglyoxalanhdéufung durch die Organe jod- bzw. bromessiqsdure- 
vergifteter Tiere bei Verwendung von He.xosediphosphat als Substrat. 


Versuch 24. Marz 1930. Frosch (Esculenta), 30g. 0,4 mg Jodessigsaure 
in den vorderen Lymphsack injiziert. 10 Minuten post injectionem kom- 
plette Starre. Dekapitiert. Muskulatur alkalisch. ! g mit der Schere zer- 
schnittene Muskulatur mit 5cem 4% Magnesiumsalz, 3cem 0,9 °,ige 
NaCl-Lésung, 2cem Wasser fiir 4 Stunden im Brutschrank angesetzt. 
Nach dem EnteiweiBen mit Trichloressigsiure auf Zusatz von 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazin reichlicher Niederschlag von Methylglyoxalhydrazon. 
Farbreaktion des Hydrazons reinviolett. Schmelzpunkt (nicht umkristalli- 
siert) 297°. 

Versuch 24. Marz 1930. Kaninchen, co, 2420¢. 9% Uhr 20 Minuten 
500 mg Jodessigséure subkutan. 9 Uhr 27 Minuten SpeichelfluB, kurz darauf 
Krampfe. 9% Uhr 30 Minuten vordere Extremitaten starr, Zuckungen in 
den hinteren Extremitaten. 9 Uhr 33 Minuten Exitus. Vordere Extremitaten 
starr, in den Hinterbeinen fehlt die Starre. 

5g der starren Muskulatur der vorderen Extremitaten mit 20 cem 
5% Magnesiumsalz, 20 cem 0,9%ige NaCl-Lésung fiir 4 Stunden im Brut- 
schrank inkubiert. Methylglyoxalanhiufung +++. Farbreaktion des 
Hydrazons reinviolett, Schmelzpunkt (nicht umkristallisiert) 297°. 
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Versuch 26. Marz 1930. Meerschweinchen, co’, 540 g. 10 Uhr 8 Minuten 
250 mg Bromessigsiure subkutan. 10 Uhr 18 Minuten — krampfartig 
Zuckungen. 10 Uhr 26 Minuten starke Krampfe, Starre der gesamt: 
Muskulatur. 10Uhr 27 Minuten Exitus.  Fibrillare Zuckungen in der 
gesamten Muskulatur. 
5cem 4°, Mg-Salz, 25 cem 0,9 °,ige NaCl-Lésung 
5 4% Me- . 26 . 0,9 » WNaCl- 
. « 45 ees oo. 6&9 .. Nac 
Nach 4 Stunden Brutschrank in saémtlichen Ansitzen Methylglyoxa! 
anhaufung nachweisbar (Muskulatur + +, Leber +, Niere +). 


a) 5 @ Muskelbrei, 


) 
b) 3g Leberbrei, 2 
1 


c) 1 g Niere, 


Wie aus dem letzten Versuch hervorgeht, erstreckt sich die Wirkung 
der Jodessigsiurevergiftung nicht nur auf das Fermentsystem des 
Muskels, sondern wirkt sich auch am glykolytischen Fermentsystem 
der Leber und Niere aus. Mit Riicksicht darauf, daB alle weiteren 
Versuche zum gleichen Ergebnis fiihrten, begniigen wir uns mit dieser 
Auswahl. 

Die hier mitgeteilten Resultate scheinen uns nun in mehrfache: 
Hinsicht bemerkenswert. Betrachten wir zunachst isoliert die Wirkung 
auf den Kohlenhydratstoffwechsel, so zeigt sich, daB als Teilerscheinung 
der Jod- bzw. Bromessigsdurevergiftung eine Schwachung bzw. Zer- 
stérung des Coferments der Glykolyse in Erscheinung tritt, die ihren 
Ausdruck sowohl in der Methylglyoxalanhdufung im intakten Muskel 
als auch in der Methylglyoxalbildung aus Hexosediphosphat durch dic 
Muskulatur und die iibrigen untersuchten Gewebe vergifteter Tiere 
findet. Wir haben in unseren Untersuchungen tiber die Glykolyse- 
hemmung des Blutes die Zerstérung der Pyrophosphatfraktion fiir die 
Hemmung verantwortlich gemacht und die Meinung ausgesprochen, 
da8 in der Pyrophosphatfraktion das Coferment der Glykolyse bzw 
dessen Aktivator inbegriffen ist. Fiir diese Auffassung tiber die Rolle 
der Pyrophosphatfraktion sprechen auch die letzten Ergebnisse von 
Lundsgaard', denenzufolge auch im jodessigsiurevergifteten Muskel 
die Pyrophosphatfraktion fast restlos verschwindet. Wahrend jedoch 
beim Blute der Pyrophosphatphosphor als anorganisches Phosphat in 
Erscheinung tritt, findet im Muskel Synthese zu Hexosephosphor- 
siureestern statt. Wir befinden uns mit dieser Auffassung tiber die 
Rolle der Pyrophosphatfraktion im Gegensatz zu der von Lohmann* 
ausgesprochenen Anschauung, derzufolge die Kohlenhydratspaltung 
und Atmung vom Vorhandensein der Pyrophosphatfraktion un- 
abhangig sein soll. Wie wir weiter unten noch ausfiihren wollen, bringt 
Lohmann selbst Befunde bei, welche eher im Sinne unserer Anschauung 
zu verwerten sind. 


1 Diese Zeitschr. 227, 51, 1930. 
2 Ebendaselbst 203, 173, 1928. 
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Uber das engere Problem des Kohlenhydratstoffwechsels hinaus 
scheinen uns aber unsere Versuche auch fiir die Frage der Muskel- 
physiologie von einigem Interesse. Wenn auch gerade in diesem Belange 
unser experimentelles Material noch nicht auf breiter Basis ruht, so 
glauben wir doch, daB es auch heute schon die Erérterung einiger 
Fragen der Muskelphysiologie zulaBt. Haben doch gerade die Lunds- 
gaardschen Befunde dazu beigetragen, das ganze Problem der Muskel- 
kontraktion und der Starre neuerlich aufzurollen. Es sei hier auf die 
zusammenfassenden Darstellungen Embdens!, Bethes? und Wohlischs* 
verwiesen. Nach der von Embden vertretenen Anschauung hat der 
Vorgang der Milchsaurebildung oder, was vielleicht richtiger ist, des 
Kohlenhydratumsatzes im Muskel mit dem eigentlichen Vorgang der 
Kontraktion nichts zu tun, wohl aber mit dem Vorgang der Erholung 
und Erschlaffung. Die Kohlenhydratumsetzung (= Milchsaurebildung) 
erfolgt nach Embden in der Erholungsphase. Unter Zugrundelegung 
dieser Anschauung und unter Auswertung unserer eigenen Befunde 
méchten wir folgende Ansichten, iiber deren vorliufigen Charakter 
wir vollkommen im klaren sind, zur Diskussion stellen. Voraussetzung 
fir die normale Erholung und Erschlaffung ist die Intaktheit des den 
Kohlenhydratumsatz regelnden Fermentkomplexes. Welche Rolle 
dabei die Kohlenhydratumsetzung im einzelnen spielt, laBt sich ab- 
schlieBend bei dem heutigen Stande unseres Wissens nicht sagen. 
Fir den Vorgang der Erholung mu8 man wohl annehmen, daB die 
Kohlenhydratspaltung die ,,Aufladung** des die Kontraktionsenergie 
liefernden ,,Akkumulators*: bewirkt (Resynthese des Phosphagens ?). 
Fir den eigentlichen ProzeB der Erschlaffung ware eine Reihe von 
Méglichkeiten zu diskutieren. Einmal kénnte im Sinne der von Embden 
vertretenen Anschauung die durch die Milchséurebildung bewirkte 
Anderung der aktuellen Reaktion die Erschlaffung bewirken. Es wire 
demnach ein reiner Neutralisationsvorgang, der durch den Kohlen- 
hydratzerfall in entsprechender Richtung geleitet wiirde und der nicht 
unbedingt die Kohlenhydratspaltung zur Voraussetzung hatte. Viel- 
mehr miiBte jeder andere ProzeB, der die py-Verschiebung bewirkt, 
zum gleichen Effekt fiihren. Man kénnte aber unter Voraussetzung 
einer chemischen ,,Kontraktursubstanz‘* — und diese Voraussetzung 
laBt sich trotz aller bisheriger MiBerfolge nicht restlos abtun — auch 
daran denken, daB die Kohlenhydratumsetzung neben der Energie- 
aufladung noch den Zweck hat, daB durch ein intermediares Produkt 
die Kontraktursubstanz gewissermaBen unschidlich gemacht wiirde und 
mit ihrer Entfernung nun die Muskelfaser in ihre Ruhelage zuriickkehrt, 


' Klin. Wochenschr. 1930, H. 29, S. 1337. 
2 Naturwiss. 1930, H. 30, S. 678. 
3 Ebendaselbst 1930, H. 45, S. 931. 
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daB also nicht die Neutralisation im Sinne Embdens, sondern eine 
chemische oder physikochemische Bindung zwischen Kontraktions. 
substanz und einem Intermediirprodukt des Kohlenhydratzerfalls di 
Erschlaffung bewirkt. Wir kennen heute als erstes Produkt des Hexose-. 
zerfalls im Muskel das Methylglyorxal, und bei der enormen Reaktions- 
fahigkeit, die diesem Ketonaldehyd zukommt, kénnte man ihm eine 
derartige Rolle zutrauen. Dab dies jedoch in dem hier angedeuteten 
Sinne nicht in Frage kommt, geht schon aus dem Befund von Methyl}. 
glyoxal in der starren Muskulatur der jod- bzw. bromessigséiure- 
vergifteten Tiere hervor. Auch hat, wie uns eigens darauf gerichtet: 
Versuche zeigten, Methylglyoxal als solches auf den intakten Muske! 
(Frosch) aufgepinselt oder in die Muskelsubstanz injiziert, keinerlei 
EinfluB auf die Erzeugung der Kontraktion und auf die Lésung de: 
Starre. Das Gleiche gilt auch fiir das theoretisch nachste Umwandlungs. 
produkt des Methylglyoxals auf dem Wege zur Milchsiéure, die Brenz. 
traubensdure. Andere Wege des Hexosezerfalls — wir denken hier in 
erster Linie an den Aldehyd der Oxybrenztraubensdure, CH,0H-CO-€ : 
bzw. CHOH = COH-COH — sind in unserer derzeitigen Vorstellung 
vom Abbau der Hexosen nicht unterzubringen; doch wiirde es sic! 
lohnen, die physiologische Wirkung eines derartigen Korpers, dessen 
Reaktionsfahigkeit. durch die Einfiihrung der OH-Gruppe noch grébe: 
als die des Methylglyoxals sein miiBte, zu untersuchen. Als Stiitz 
dieser Anschauung, derzufolge der normale Ablauf der Kohlenhydrat. 
umsetzung fiir den Vorgang der Erschlaffung die Voraussetzung bildet 
méchten wir die nach Jod- und Bromessigsdurevergiftung auftretende 
, Arbeitsstarre’’ des Muskels ansehen, bei der der Nachweis fiir di 
Schidigung bzw. Zerstérung des Cofermentkomplexes als erwiesen 
gelten kann. Inwieweit diese Vorstellung auch fiir andere Starreformen 
die im Gegensatz zur alkalischen Jod- und Bromessigsaurestarre 7 
einer ,,sauren” Starre fiihren, Geltung hat, ist Gegenstand von Unter- 
suchungen!. DaB méglicherweise Muskelstarre auch auf anderem Wege 
zustande kommen kann, soll nicht in Abrede gestellt werden; wir 
denken hier in erster Linie an eine direkte Beeinflussung der Muskel. 
kolloide, welche fiir die Bromessigsdurevergiftung durch die Befunc 
von Fiirth? aus dem Hojmeister schen Laboratorium und die letzte! 
Arbeiten von Embden und Metz® sichergestellt ist. Dabei besteht immer- 


' Anmerkung bei der Korrektur: Fiir die Totenstarre haben unser 
Untersuchungen mittlerweile ergeben, daB im fotenstarren Muskel das 
Coferment fehlt (bewiesen durch die direkte Anhaéufung von Methylglvoxa 
und die fehlende Aktivierung cofermentfreier Hefe durch den Kochsatt 
des totenstarren Muskels). 

2 Arch. f. d. exper. Pathol. 37, 389, 1896. 

3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 233, 1930. 
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hin die Méglichkeit, daB auch die Aufrechterhaltung des normalen 
Kolloidzustandes des Muskels mit der Kohlenhydratumsetzung irgend- 
wie verknipft erscheint. Beziiglich der Bedeutung der Pyrophosphat- 
jraktton, deren Intaktheit nach unserer Anschauung Vorbedingung 
fur die normale Kohlenhydratumsetzung bildet, méchten wir auf Be- 
funde von Lohmann ' verweisen, denenzufolge sowohl bei der Chloroform- 
starre als auch bei der Warmestarre des Muskels die Pyrophosphat- 
fraktion zerfallt, nach denen ferner in allen Fallen, wo im intakten 
Muskel ein beginnender Zerfall von Pyrophosphat nachweisbar war, 
der ErholungsprozeB sich als geschadigt erwies?. 

In dieser Richtung scheinen uns nun auch Befunde, die wir an der 
Muskulatur insulinvergifteter Tiere erheben konnten, bemerkenswert. 
Bekanntlich fiihrt Insulinvergiftung zu einer alkalischen Totenstarre, 
die man auf den ganzlichen Mangel an Kohlenhydrat und das dadurch 
bewirkte Ausbleiben der Milchséurebildung zuriickfiihrt. Wie nun 
nachstehender Versuch belegt, ist auch in der Muskulatur insulin- 
vergifteter Tiere der Cofermentkomplex geschddigt, so daB es gelingt, 
mit derartiger Muskulatur direkt bei Verwendung von Hexosediphosphat 
als Substrat Methylglyoxalanhaufung nachzuweisen. 

Versuch 7. Marz 1930. Meerschweinchen, 2, 460g. 9 Uhr 30 Minuten 
60 Einh. Insulin Héchst subkutan*. 12 Uhr 30 Minuten Auftreten der 


ersten Krampfe. 14 Uhr nach wiederholten Krampfanfallen Exitus. Die 
Muskulatur 14 Uhr 10 Minuten bei beginnender Totenstarre alkalisch. 


Je 1g Muskulatur wurden fiir 3 Stunden im Brutschrank inkubiert 
mit folgenden Zusaétzen: 


1. 5cem 4°, ige Glucoselésung, 5 ccm 0,9°,ige NaCl-Lésung 
2. 5 1 ,, Glykogenlésung,5 ,, 0,9 ,, NaCl ,, 
3.5 , 5 .. Magnesiumsalz, 5 ., 0.9 ., NaCl- 


Nach dem EnteiweiBen mit Trichloressigsiure in Ansatz 3. Methy]- 
glyoxal + + +. Farbreaktion des Hydrazons reinviolett, Schmelzpunkt 297°. 
Diese Hemmung des Coferments ist beim insulinvergifteten Tiere 
nicht nur auf die Muskulatur beschrankt, sondern findet sich auch bei 


Niere und Leber. 


Je 1g Niere bzw. Leberbrei des obigen mit Insulin vergifteten Tieres 
wurden mit je 5ccm 5% igem Mg-Salz, 5 ccm 0,9°% ige NaCl-Lésung durch 
$Stunden im Brutschrank inkubiert. Methylglyoxalbildung im Leber- 
ansatz +-, bei Niere ++. 


Eine direkte Verarbeitung der Muskulatur und der iibrigen Organe 
auf Methylglyoxal fiihrte zu keinem Ergebnis. 


' Diese Zeitschr. 203, 173, 1928. 

2 Auch die Befunde von Lipmann (diese Zeitschr. 227, 110, 1930) am 
fluoridvergifteten Muskel sprechen fiir unsere hier entwickelte Vorstellung. 

* Der I. G. Farbenindustrie, Leverkusen, sind wir fiir die Uberlassung 
des Insulins zu groBem Dank verpflichtet. 
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IV. Uber die Bildung von Brenztraubensiiure aus Hexosediphosphat durch dir 
Muskulatur jodessigsiurevergifteter Tiere. 


Nach den glinzenden Untersuchungen von Neuberg und Kobe/ 
gelingt es durch einfache Variation des Verhaltnisses von Ferment und 
Substrat die Anhaufung von Brenztraubensaure in der gleichen Versuchs. 
anordnung wie die Anhéufung von Methylglyoxal durch Hefe zu zeigen 
Alle Versuche, die wir in Anlehnung an die Technik von Newberg und 
Kobel unternommen haben, fiihrten zu einem negativen Ergebnis 
Kinzig in zwei Versuchen, deren Einzelheiten nachstehend ausfiihrlic! 
wiedergegeben werden, ist es uns bei Verwendung der Muskulatur dure} 
jodessigsiurevergifteter Tiere gegliickt, neben Methylglyoxal- auch 
Brenztraubensdureanhdufung nachweisen zu kénnen. 


Versuch 14. Marz 1930. Kaninchen, oo, 2130 g. 

10 Uhr 19 Minuten 225 mg Jodessigsiure subkutan. Das Tier biete: 
zunachst keinen Befund, zeigt nur auffallendes Schniiffeln und Lecken 
Weiter stellt sich Miosis ein. 


10 Uhr 29 Minuten vereinzelte Krimpfe, voriibergehende Steifheit de: 
vorderen Extremitét. Weiterhin auffallende Schwache und Adynami 
Pupillen weit. Starker SpeichelfluB. 

10 Uhr 42 Minuten starke Krampfe. Tier schreit. 

10 Uhr 45 Minuten Exitus. Die Muskulatur der Extremitaten zeigt 
hochgradige fibrillare Zuckungen, keine Starre. Reaktion der Muskulatur 


stark alkalisch. Herz starr. Blutzucker vor der Injektion 108 mg-%, post 
mortem (Herzblut) 286 mg-°%. Die Muskulatur wurde im Ho/fmeistersche: 
Apparat vermahlen und reagierte auch nach dem Vermahlen alkalisc! 


10 g Muskelbrei wurden mit 20 cem 4% Magnesiumsalz und 20 ccm 
Kochsalz fiir 3 Stunden im Brutschrank gehalten. Nach dem Enteiweibe: 
mit Trichlovessigsiure wurde das Filtrat mit 10 cem einer 2 %igen Lésung 
von 2, 4-Dinitrophenylhydrazin versetzt. Sofort massiger Niederschilas. 
der nach halbstiindigem Absitzen auf der Zentrifuge zweimal mit n H(‘! 
gewaschen wurde. Reaktion des Hydrazons mit Alkohol-Kalilauge fa-' 
rein rot. Das Hydrazon wurde nach dem Trocknen wiederholt mit Alkoh 
kalt und hei8 extrahiert, dabei ging die Hauptmenge in Lésung. Der orang: 
rote, alkoholunlésliche Riickstand gab nunmehr reinviolette Farbreaktio: 
Die intensiv gelb gefarbten alkoholischen Ausziige wurden eingedunstet 
Dabei schieden sich prachtvolle, gelbgefarbte Kristalldrusen ab, die | 
ihren Formen von _ Kristallen reinen Brenztraubenséure-2, 4-Dinitro 
phenylhydrazons nicht zu unterscheiden waren. Entsprechend den Angaboe! 
von Neuberg und Kobel wurde dieser kristallisierte Riickstand mit ve! 
diinnter Sodalésung behandelt, dabei gingen die gelben Kristalle mit braun: 
Farbe in Lésung. Nach Filtration vom Ungelésten wurde mit reiner, ko! 
zentrierter Salzsiure angesdéuert. Dabei fiel momentan ein reichlicher Bre 
von gelben Kristalldrusen aus, der auf der Zentrifuge bis zur Chlorfreihe: 
gewaschen und schlieBlich im Vakuumexsikkator iiber Schwefelséure ¢e 
trocknet wurde. Schmelzpunkt 216°. Mischschmelzpunkt mit reinetl 


1 Diese Zeitschr. 216, 493, 1929. 
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Brenztraubensaure-2, 4-Dinitrophenylhydrazon 215°. Leider reichte die 
Menge des erhaltenen Hydrazons zu einer Elementaranalyse nicht aus 
und muBten wir uns mit der Identifizierung des Brenztraubenséiurehydrazons 
durch Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt, Léslichkeit und die, allerdings 
nicht charakteristische, Farbreaktion mit Alkohol-Kalilauge begniigen. 

Bemerkenswerterweise ergab die Untersuchung von Leber und 
Niere in diesem Falle fiir Leber ein durchaus negatives Resultat, waihrend 
bei der Niere nur Methylglyoxalanhéufung nachweisbar war. In einem 
zweiten Versuch konnten wir umgekehrt mit der Muskulatur nur 
Methylglyoxalbildung erzielen, wahrend sich in den Ansatzen mit 
Niere neben Methylglyoxal Brenztraubensaéure in geringen Spuren 
nachweisen lie. 


Versuch 18. Marz 1930. Kaninchen, o. 3500 g. 


10 Uhr 17 Minuten 10 cem 4 %iges Mg-Salz intravenés. 

10 Uhr 36 Minuten 175 mg Jodessigséure intravenés. 

10 Uhr 46 Minuten nach vereinzelten Krampfen Exitus.  Fibrillare 
Zuckungen der Muskulatur. 6 Minuten post mortem komplette Starre. 
Muskulatur zuniachst alkalisch, nach dem Vermahlen sauer. In den mit 
Muskel gemachten Ansétzen nur Methylglyoxalanhaiufung nachweisbar, 
ebenso, allerdings mit minimaler Ausbeute in den Ansatzen mit Leberbrei. 
Mit Niere (5 g Organbrei, 10 ecm 4% Mg-Salz, 10 cem 0,9 %ige NaCl-Lésung) 


/ 


nach 3 Stunden Brutschrank mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin mabBig 
reichlicher Niederschlag, der nach dem Waschen und Trocknen zum Teil 
in Alkohol léslich war. Nach dem Abdunsten des Alkohols konnten typische 
Kristalle von Brenztraubenséurehydrazon nachgewiesen werden, die in 
verdiinnter Sodalésung mit brauner Farbe léslich waren und auf Zusatz 
von Salzsaure in typischen Kristallen ausfielen. Farbreaktion mit Alkohol- 
Kalilauge rein rot. Ausbeute minimal. 

Versuche, in denen wir die hier mitgeteilten Ergebnisse zu repro- 
duzieren trachteten, fihrten zu keinem Erfolg. Es ist uns wohl mehrfach 
noch gegliickt, neben Methylglyoxal in minimalen Spuren auch Brenz- 
traubensdure als Hydrazon abzuscheiden, doch waren diese Mengen 
so gering, daB wir bei der Unsicherheit der Ergebnisse von einer Weiter- 
verfolgung dieser Befunde Abstand genommen haben. Wahrend in 
den Versuchen von Neuberg und Kobel mit Hefe die Versuchsbedingungen 
klar zutage liegen, sind wir mit unserer experimentellen Technik noch 
nicht so weit, um die Bedingungen, welche zur Brenztraubensaure- 
anhéufung fiihren, eindeutig zu tiberblicken und so entsprechend 
leiten zu kénnen. Wir kénnen daher unsere Ergebnisse beziiglich der 
Brenztraubenséureanhaufung vorliufig nur als Zufallsresultate werten, 
denen freilich insofern eine prinzipielle Bedeutung zukommt, als sie 
auch fiir die Organe des Warmbliiters die Realitaét der Brenztrauben- 
siure auf dem Abbauwege der Kohlenhydrate vom Methylglyoxal 
zur Milchsiure bzw. zum Acetaldehyd und somit die volle Giiltigkeit 
des Neuwbergschen Schemas auch fiir den tierischen Organismus erweisen. 

12* 
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V. Zusammenfassung. 

1. Ebenso wie beim Blute gelingt es auch bei lebensfrische: 
Muskulatur, Leber und Niere durch Zusatz von Jod- bzw. Bromessig- 
siure Methylglyoxalanhéufung aus Hexosediphosphorsdure nach- 
zuweisen. 

2. Pankreasextraktzusatz bewirkt Methylglyoxalanhaufung aus 
Glykogen durch mit Jodessigséure versetzten Muskelbrei bzw. Hefe 

3. In der Muskulatur jod- bzw. bromessigsdurevergifteter Tiere lilt 
sich Methylglyoxal nachweisen. Die Organe von Tieren, welche mit 
Jod- bzw. Bromessigséure vergiftet wurden, bilden ohne weitere: 
Zusatz aus zugesetztem Hexosediphosphat Methylglyoxal. 

4. Auch die Organe insulinvergifteter Tiere (Muskel, Leber, Niere 
bilden direkt aus zugesetztem Hexosediphosphat Methylglyoxal. 

5. Unter der Einwirkung der Organe von mit Jodessigsaure ver- 
gifteten Tieren auf Hexosediphosphat konnte in zwei Versuchen neben 
Methylglyoxal Brenztraubensdureanhdufung nachgewiesen werden. 
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Weitere Versuche iiber die Fettresorption durch die 
Desaturation der Fettsiuren. 


Von 


H. Tangl und N. Berend. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 23. Dezember 1930.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


In einer vorhergehenden Mitteilung berichteten wir, daB die Fette 
unter Einwirkung von Galle und Pankreassaft zum Teil desaturiert 
werden und daB die auf diese Weise entstandenen vierfach ungesattigten 
Sauren dialysabel sind. Als neues Ziel stellten wir uns die Priifung 
ler Frage, unter welchen Umstanden die Desaturation zustande kommt 
und ob die Wirkung fermentativ ist oder nicht. 


Methodik. 


Wir verwendeten Rindergalle und PreBsaft von Rinderpankreas. 
Die Galle wurde auf das Vierfache verdiinnt. Den Pankreassaft be- 
reiteten wir aus frisch entnommenem Rinderpankreas, das von dem 
inhaftenden Bindegewebe gereinigt, gewogen, dann zerkleinert wurde. 
Die auf diese Weise erhaltene Masse wurde mit der gleichen Gewichts- 
menge Wasser versetzt und bei 10 Atm. Druck ausgepreBt. Zur Dialyse 
verwendeten wir Diffusionshiilsen Nr. 579 von Schleicher und Schiill. 
Das Mengenverhaltnis des Pankreassaftes zur Galle betrug 1:5. Zur 
Verhiitung der Faulnis gebrauchten wir 1/, Vol.-°,, Chloraceton. Aus 
liesem Gemisch gaben wir in jede Diffusionshiilse 50 ccm und dialy- 
‘ierten bei Kérpertemperatur gegen 100 com Wasser. Nach 24 Stunden 
vurden 50 ccm der AuBenfliissigkeit herausgehoben und der Riickstand 
vieder auf 100 ccm aufgefiillt. Diesen Vorgang wiederholten wir an 
vier aufeinanderfolgenden Tagen. 
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Die abgehobene Flissigkeit wurde abgekihlt und tropfenweis: 
mit einer 3°,igen Lésung von Brom in konzentrierter Essigsaure 
versetzt, bis die Farbe des Broms bestandig blieb. Unterdessen schied 
sich ein Niederschlag aus, der nach 12 Stunden langem Stehen im 
Kisschrank auf einem Filter gesammelt und mit heibem Benzol ge. 
waschen wurde. Nachher wurde der Niederschlag samt dem Filter im 
Veraschungsapparat von 7'schopp in Anwesenheit einer abgemessenen 
Menge von n/100 Silbernitratlésung mit konzentrierter Salpetersidure 
und Wasserstoffperoxyd (Peroxygenol Richter, Budapest) verascht und 
dann das Brom titrimetrisch bestimmt. 

H,O,+ Br, =2HBr+ 0, 
HBr + AgNO, = AgBr + HNO,. 

Dieses Verfahren entspricht der Mikromethode, die Tangl zu 
Bestimmung der stark ungesaéttigten Sauren im Blute und in Geweben 
- ausgearbeitet hat, mit dem Unterschied 
I Gale Pancreas, daB wir nicht von alkoholatherischer, 
> Stearin sondern von wiasseriger Lésung aus. 
gegangen sind. 





Gale uw Foncreas Als Fett gebrauchten wir immer Tri. 
stearin von der Firma Schuchard. das selbst 
kein Brom bindet. 


Erster Versuch. 


Sechs Parallelversuche mit Galle uni 
Pankreassaft von drei verschiedenen Rinder: 
Drei Hiilsen versetzten wir mit Galle, Pan 
kreas und Stearin, die anderen nur mit 
Galle und Pankreas. Die Ergebnisse sin 
in Tabelle I und in Abb. 1 zusammen 
gefaBt. 











Tabelle I. 








Triarachidonat in mg —— 
Dialysiert wurde \ Z 
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Soewohl die Tabelle wie auch die Abbildung enthalten zwei Angaben, 
namlich die Tages- und die Gesamtmenge. 


Wie aus diesen Angaben ersichtlich, ist zwar die Menge des aus- 
dialysierten Triarachidonats bei Verwendung von Galle und Pankreassaft 
verschiedener Herkunft nicht gleich, doch bekommen wir immer etwa um 
30% mehr Triarachidonat, wenn zu dem Gemisch auch Tristearin hinzu- 
vesetzt wird. Es ist weiter ersichtlich, daB die Menge des Triarachidonats 
auch in jenen Hiilsen ansteigt, die kein Stearin enthalten. Auf die Ursache 
dieser Erscheinung kommen wir noch zuriick. 


Zweiter Versuch. 

In diesem Versuch suchten wir zu ermitteln, von welchem Bestandteil 
des Gemisches die Desaturation abhangt. Neben Galle, Pankreas und Stearin 
wurde Galle und Stearin, Galle allein, Pankreas und Stearin und endlich 
Pankreas allein untersucht. In die Hiilsen, die Galle oder Pankreassaft 
nicht enthielten, kam in der entsprechenden Menge Wasser. Die dies- 
beziiglichen Ergebnisse sind in Tabelle I] und in den Abb. 2 und 3 ver- 
anschaulicht. 

Tabelle 11. 





Gesamt-Triarachidonat 


Triarachidonat in mg in mg 


Dialysiert wurde Leeks. See : Prater: 2 . 
1. Tag | 2. Tag | 3. Tag | 4. Tag 1. Tag 2. Tag 3. Tag | 4. Tag 
j 


Galle + Pankreas + Stearin | 1,62 2,67 2,80 3,26 





1,62 4,29 7,09 10,35 
Galle+Stearin . . . .. | 0,78 1,76 | 288 365 0,78 254 542 9,07 
Galle ......... 10,96 | 259 | 224 225 096 3,55 | 5,79; 8,04 
Pankreas+Stearin. . . . | 1,24 2,20) 2:18 1,98 1,24 344 562 7,60 
Pankreas. . ...... | 144 212 184 2,14 144 356 540 7,24 
o, 
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bole gt + 4 7 4 
8 + +— +-{— 
\/ Pancreas, Stearn 
7 + + } —*A Pancreas 
“/ 
6 + + / , 
77 
fs 2 ie 
5 7 
~ 
GBS P 
2 
’ 
0 

















Abb. 2. Abb. 3. 








184 H. Tangl u. N. Berend: 


Aus dem Gemisch Galle, Pankreas und Stearin lieB sich das meist«. 


aus Pankreas allein das wenigste Triarachidonat ausdialysieren. Fiir Galle 


allein und Galle, Pankreas und Stearin betragt der Unterschied 20 °,, 
zwischen Galle allein und Galle und Stearin 10°. Die Ergebnisse fii: 
Pankreas allein und Pankreas und Stearin stehen einander nahe. 
Hieraus ist ersichtlich, daB8 die Desaturation am besten in Anwesenheit 
von Galle und Pankreas vonstatten geht, doch ist Galle auch allein wirksam, 
wahrend Pankreas allein keine Wirkung zeigt. 


Dritter Versuch. 


Es wurde untersucht, ob die Wirkung der Galle von ihrer Menge al) 
hangig ist und ob die alkalische Reaktion der Galle bei der Desaturation 
eine Rolle spielt. Dialysiert wurde: 1. Galle, Pankreas und Stearin; 2. Pan 
kreas und Stearin mit einem Tropfen Galle, wihrend sonst statt Galle Wasse1 
verwendet wurde; 3. so, wie in 2., nur wurde auferdem so viel NaHCO 
hinzugesetzt, bis die Alkalitét dem Gemisch der ersten Hiilse entsprach 
Die Ergebnisse sind in Tabelle ITI und in Abb. 4 zusammengefaBt. 


Tabelle ITI. 





Gesamt-Triarachidonat 


Triarachidonat in mg in mg 


Dialysiert wurde 


1. Tag 2. Tag 3.Tag 4. Tag 1. Tag) 2. Tag! 3. Tag 4. Tae 


Galle + Pankreas+Stearin 1,62 2,67 ‘ 3,26 62 4.29 7,09 | 10.35 


Galle inSpuren + Pankreas 
+Stearin ..... 0,71 1,64 


Galle inSpuren + Pankreas 
+ Stearin + NaHCO, 06 1,60 
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Wenn Galle nur in Spuren vorhanden war, bekamen wir eine um 
59% kleinere Wirkung. Dieser groBe Unterschied konnte durch die Zugabe 
von NaHCO, nur teilweise vermindert werden, denn der Unterschied blieb 
noch immer 32°. Das weist jedenfalls darauf hin, da8 der durch die Galle 
hedingten Reaktion immerhin eine gewisse Rolle zuakommt. Wahrscheinlich 
handelt es sich hier darum, daB bei alkalischer Reaktion das Fett leichter 
emulgiert und dadurch leichter angreifbar gemacht wird. 


Vierter Versuch. 

Wir stellten ferner einen Versuch an, in dem die Wirkung des Kochens 
auf die Desaturation untersucht wurde. Der Inhalt von fiinf Hiilsen bestand 
aus: |. Galle, Pankreas und Stearin. 2. Dasselbe, doch wurde die Galle vorher 
eine viertel Stunde lang gekocht. 3. Galle und Stearin und gekochtes 
Pankreas. 4. Gekochte Galle, gekochtes Pankreas und Stearin. 5. Galle 
und Pankreas ohne Stearin. Die Ergebnisse sind in Tabelle TV und in den 
Abb. 4 und 5 zusammengefaBt. 


Tabelle 1V. 





Gesamt-Triarachidonat 





Dialysiert wurde 


Triarachidonat in mg 


in mg 


1.Tag 2.Tag 3. Tag 4.Tag 1.Tag 2.Tag 3. Tag 4. Tag 





























Galle + Pankreas+Stearin 040 3,60 1.84 3,08 040 4,00 584 8,92 
Gekochte Galle + Pankreas 
+ Stearin. 0.72 1,06 256 220 0.72 | 1.78 434 654 
Gekochtes Pankreas+ Galle 
 Stearin. 116 160 2,60 200 116 2,76 536 7,36 
Gekochte Galle + gekochtes 
Pankreas + Stearin 1,20 2,12 1,92 1,64 1,20 , 3,32 | 5,24 | 6,88 
Galle + Pankreas 0,96 1.92 244 228 096 | 288 532 7,60 
™g mg 
§ Galle, Pancreas ? ) Gale, Poncreas, 
und Stearn / Stearin 
8} . + iy 
Galle, Stearn / Abale uv. Pancreas 
a w.gekocttes P | 7 7) Galle, Pancreas 
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Das Kochen hat, wie ersichtlich, einen hemmenden EinfluB auf die 
Desaturation. Daraus diirfte auf einen fermentativen Vorgang zu schlieBen 
sein. AuBerdem kann hier auch die Unwirksamkeit des Pankreassaftes 
gut erkennt werden. 


Fiinfter Versuch. 

In dieser Reihe wurde der dritte und vierte Versuch parallel wiederholt, 
um die Ergebnisse besser vergleichen zu kénnen. Es wurden insgesamt 
neun Hiilsen eingestellt. Die Zusammensetzung ihres Inhalts sowie die 
Ergebnisse sind in Tabelle V angegeben. 


Tabelle V. 





, , Ges -Triarachidons 
Triarachidonat in mg yesamit ol 


Dialysiert wurde 


1.Tag 2.Tag 3.Tag 4. Tag 1.Tag 2. Tag | 3. Tag 4. Tag 


Galle + Pankreas+Stearin 0,89 2,20 2,12 240 0,89 | 3.09 5, 7,61 


Gekochtes Pankreas+ Galle | 
+Stearin ..... 1,20 2,20 1,33 2,08 1,20 73 | 681 


Galle in Spuren + Pankreas 
+ Stearin+ NaHCO, 0,85 : 0,92 0,85 


Pankreas + Stearin 
+NaHCO, .... 080 1,02 


Gekochte Galle + Pankreas 
+Stearin. ..... 068 1,44 


Galle in Spuren + Pankreas 

+Stearin ..... 0,74 , 1,04 , 1,78 2,86 3,66 
Galle + Pankreas 1,00 , 1,60 1,00 2.60 3,94 5,14 
Gekochte Galle + gekochtes | 

Pankreas. ..... 1,00 | 0,82 1,50 1,98 1,00 1,82 38,32 | 5,30 


Gekochte Galle +gekochtes 
Pankreas + Stearin. . 1,05 | 0,94 142 1,98 1,05 1.99 3,41 , 5,39 


Diese Ergebnisse stimmen mit den bereits mitgeteilten iiberein, doch 
lassen sich aus ihnen noch zwei Tatsachen erkennen, die bisher nicht fest- 
gestellt werden konnten: 1. die Galle kann man durch NaHCOQ,, wie das 
auch im dritten Versuch der Fall war, zum Teil ersetzen, jedoch nur dann. 
wenn auch Galle wenigstens in Spuren anwesend ist. Dies ist daraus er- 
sichtlich, da8 Pankreas und Stearin, mit NaHCO, alkalisiert, unwirksam 
sind. 2. die hemmende Wirkung des Kochens beruht nicht auf der Zer- 
stérung der praformierten Stoffe, denn es lieB sich zwischen Galle und 
Pankreas einerseits und gekochter Galle und gekochtem Pankreas andere! 
seits kein Unterschied erkennen. 
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Besprechung. 


Auf Grund der in der vorhergehenden und in dieser Arbeit mit- 
yeteilten Versuche 1aBt sich feststellen, daB wahrend der Fettverdauung 
ein Teil der Fette desaturiert wird und auf diese Weise vierfach un- 
yesattigte Verbindungen zustande kommen, die bei Kérpertemperatur 
in Wasser léslich und dialysabel sind. Dadurch kénnen sie selbst und 
auch andere in ihnen lésliche Fette der Resorption zugefiihrt werden. 


Sowohl die Galle als auch, allerdings in viel geringerem MaBe, der 
Pankreassaft, enthalten an sich schon solche vierfach ungesattigten 
Verbindungen. Ihre Menge betragt nach T'angl in der Galle etwa 10 bis 
20 mg-°,,.. Diese Tatsache erklart den stindigen Blindwert, der in 
unseren Versuchen stets gefunden wurde. 


DaB vor der Resorption ein Teil des resorbierten Fettes desaturiert 
wird, beweisen die Ergebnisse von Joannovits und Pick, die nach Fett- 
fiitterung eine Erhéhung der Jodzahl des Leberfettes gefunden haben. 
Diese Erhéhung der Jodzahl war immer von der Jodzahl des ver- 
fiitterten Fettes abhangig in dem Sinne, daB die Jodzahl des Leber- 
fettes zwar Schwankungen aufwies, immerhin jedoch stets héher war, 
als die Jodzahl des verfiitterten Fettes. AuBerdem ist auch die Jodzahl 
des Chylusfettes hoch. Von Berend wurde gezeigt, daB wahrend der 
Fettresorption im Blute die Menge der hoch ungesattigten Fettsaéuren 
ansteigt. Andere Nahrungsmittel verhalten sich, allein verabreicht, 
unwirksam. 


Wir haben die vierfach ungesattigten Sauren in unseren Arbeiten 
immer als Triarachidonat berechnet, da sich dadurch die Berechnung 
der Titrationsergebnisse am einfachsten gestaltet. Die Kenntnisse 
iiber die Natur der im Organismus vorkommenden vierfach un- 
gesittigten Saéuren sind unseres Wissens noch sehr mangelhaft. Am 
haufigsten kommt gewiB die von Hartley in der Leber entdeckte und 
von Levine und Rolph und von Bloor im Saugetierorganismus iiberall 
vorgefundene Arachidonséure vor. Andere, zum Teil starker un- 
gesittigte Sauren sind bisher nur im Gehirn nachgewiesen worden. 


Die Mengen der entstehenden vierfach ungesattigten Verbindungen 
sind zwar im Verhaltnis zu dem zugesetzten Tristearin nicht groB, 
doch muB beachtet werden, daB im Darm diese Verbindungen schnell 
resorbiert werden, wodurch der Vorgang beschleunigt wird, wahrend 
in den mitgeteilten Versuchen gegen stehendes Wasser dialysiert und 
das Wasser nur taglich, d. h. in verhaltnismaBig groBen Zeitabstanden, 
gewechselt wurde. 


Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. G. Farkas aus- 
gefiihrt. Fiir seine Ratschlage sind wir ihm zu groBem Dank verpflichtet. 





H. Tangl u. N. Berend: Fettresorption. 


Zusammenfassung. 

Die Desaturation der Fette ist durch die Wirkung der Galle und 
des Pankreassaftes bedingt. Das wirksame Prinzip ist hauptsachlich 
in der Galle vorhanden, doch wird die Wirkung der Galle durch den 
Pankreassaft verstirkt. Pankreas allein ist unwirksam. Da dureh das 
Kochen der Vorgang gehemmt wird, diirfte es sich héchstwahrscheinlic}; 
um einen fermentativen Vorgang handeln. 
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Berend, diese Zeitschr. 229, 323, 1930. Joanovics u. Pick, Wiene 
klin. Wochenschr. 16, 573, 1910. Tangl, diese Zeitschr. 226, 180, 1930. 
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Zur Biologie des Mehlwurms (Tenebrio molitor). 


Il. Mitteilung: 
Tenebrioglykol, ein wachsartiger Stoff. 


Von 
Fr. N. Schulz und Max Becker. 


(Aus der chemischen Abteilung der Physiologischen Anstalt in Jena.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1930.) 


A. Biologischer Teil. Der aus den Exkrementen der Mehlwiirmer 
isolierbare wachsartige Kérper! ist in den Exkrementen in so betricht- 
licher Menge vorhanden (bis zu 0,5 °.,), daB er sicher eine wichtige Rolle 
im Lebenshaushalt dieser Tiere spielt. 

In den Exkrementen der Mehlwiirmer eigener Zucht war der Wachs- 
gehalt erheblich héher als im kéuflichen Mehlwurmkot. Die Kotmenge 
ist sicher abhangig von der Art der Ernahrung und dadurch sind auch 
Schwankungen im Wachsgehalt des Kotes erklart. 

Der wachsartige Korper, der, wie spater mitgeteilt wird, als zwei- 
wertiger Alkohol eines hochmolekularen Kohlenwasserstoffs (als Glykol) 
aufzufassen ist, ist als solecher in den Exkrementen vorhanden und 
nicht etwa als Ester. Er kann aus dem Gesamtitherextrakt ohne 
irgendwelche Verseifungsprozesse gewonnen werden. Zur Darstellung 
ist es aber bequemer, ihn nach Verseifung des Atherextraktes mit alko- 
holischer Kalilauge als unverseifbaren Anteil zu gewinnen. Der wachs- 
artige Kérper, der im strengen Sinne nicht zu den Wachsen gehért 
und hier als T'enebrioglykol bezeichnet werden soll, stammt nicht aus 
der als Nahrung dienenden Kleie. Weder durch einfache Atherextraktion 
der Kleie, noch durch Atherextraktion nach Kochen der Kleie mit 
alkoholischer Kalilauge, oder nach Saurehydrolyse, oder nach langerer 
Verdauung mit Speichelamylase, lieB sich im Atherextrakt nach der 
Verseifung mit alkoholischer Kalilauge ein wasserunléslicher, unver- 
seifbarer Anteil in nennenswerten Mengen gewinnen. 

Wie kommt dieses Tenebrioglykol in den Kot? Es ist méglich, 
daB die einzelnen Kotballen mit einem Wachsiiberzug versehen werden, 


1 T. Mitteilung, diese Zeitschr. 227, 340, 1930. 





er a Ni ATA ale Aaa ANPP R rence ce iw 


190 F. N. Schulz u. M. Becker: 


, 
. 


ehe sie den Darm verlassen. Es ist aber auch méglich, daB das Tenebrio 
glykol der Exkremente von der wachsglanzenden Oberflache der Larve: 
mechanisch an die Kotballen tibertragen ist. Das Studium der histolog: 
schen Verhaltnisse kénnte da manchen AufschluB bringen. Da das 
Tenebrioglykol einen sehr hohen Schmelzpunkt hat (116°), ist an 
zunehmen, daB ein UCberzug der Cutis recht fest haftea wird. Di 
Menge des Wachsiiberzugs ist sehr gering, nur etwa 0,05 °,. 

Von 100g mittelgroBer Larven, die zur volligen Entfernung von 
Nahrungsresten und Kotballen vorher 2 Tage gehungert hatten, lieBen 
sich durch dreimaliges Abwaschen mit siedendem Ather, wobei die Tier: 
jedesmal einige Minuten in dem warmen Ather blieben, nur 0,050 g Athe: 
riickstand gewinnen, der aus nadel- und plattchenférmigen Kristallen 
bestand. Es handelt sich anscheinend um das Jenebrioglykol in unreine: 
Form. 

Da es sich um mittelgroBe Tiere handelte, werden im ganzen etwa 
1000 Tiere mit etwa 1000 qem Oberflache abgewaschen worden sein, 
der Wachsiiberzug ist also auBerordentlich diinn. 

Die 100 g mit Ather abgewaschenen, dann zerstiickelten und bei 
105° getrockneten Mehlwurmlarven, lieferten bei griindlicher Extraktion 
im Soxhlet 11,72 g Atherextrakt und 25,5 g sonstigen Trockenriickstand. 
Der Wert fiir den Atherextrakt ist etwas niedriger, als er friiher (I. Mit- 
teilung) bei Kleietieren gefunden wurde, er entspricht ebenso wie der 
Gesamttrockengehalt dem unserer Fleischtiere?. 

Der Gesamtitherextrakt wurde | Stunde mit n/2 alkoholischer Kali 
lauge verseift, die erhaltene Seifenlésung in Wasser eingetragen, Es bildete 
sich zunachst eine gallertige Triibung. Auch bei stérkerem Verdiinnen mit 
Wasser kam es zu keiner ergiebigen Fallung. Durch Extraktion im Extrak 
tionsapparat fiir Fliissigkeiten wurden dann 0,285 g Atherextrakt gewonnen. 
Dieser Extrakt lieB sich durch Alkohol in einen 6ligen, in Alkohol sehr 
schwer léslichen Anteil und einen geringen, in heiBem Alkohol gut léslichen. 
kristallinischen Anteil zerlegen, der durch Umkristallisieren auf F. 108 
bis 110° gebracht werden konnte, also wohl Tenebrioglykol war. Es handelt 
sich nur um eine kleine Menge, die zu weiteren Versuchen nicht ausreichte. 

Die Beobachtungen sprechen dafiir, daB das im Tenebriokot in 
verhaltnismaBig groBer Menge vorhandene Tenebrioglykol nicht von 
der Cutisoberfliche abgestreiftes Wachs ist. Es wird demnach mit 
den Kotballen aus dem Kérper ausgeschieden. Es ist bei Hungertieren 
nur in kleinen Mengen aus dem Gesamtatherextrakt des K6rpers zu 
gewinnen. 

B. Reindarstellung des Tenebrioglykols. Die direkte Gewinnung 
aus dem unverseiften Atherextrakt durch fraktioniertes Auskristalli- 
sieren aus Ather und Alkohol ist umstandlich und mit betrachtlichen 


1 Das diesmal untersuchte Material war von der Firma A. Eckric/. 
Waldsee (Pfalz), MehlwurmgroBziichterei, bezogen. 
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Verlusten verknipft. Auch ohne vorherige Verseifung wurde stets nur 
das Glykol gewonnen, keine Ester desselben. 

Zur Darstellung empfiehlt sich vorherige Verseifung des Gesamt- 
(itherextrakts des Mehlwurmkotes. Wir hatten etwa 5g des Glykols 
zur Verfiigung. Die Ausbeute aus dem kauflichen Mehlwurmkot war 
erheblich schlechter als bei aus der Institutzucht angefallenem Kot. 
Inwieweit die Ernahrungsbedingungen und die allgemeinen Zucht- 
verhaltnisse dabei mitspielen, bedarf der weiteren Aufklirung. Das 
aus dem kauflichen Kot gewonnene Glykol lieB sich nur schwer von 
gelbbraunlichen Beimengungen reinigen, die offenbar aus der Nahrung 
stammen und zur Gruppe der Carotine zu rechnen sind. Dieselben 
waren nicht durch Umkristallisieren aus Alkohol, auch nicht unter 
Verwendung von Tierkohle zu entfernen, sondern erst auf dem Umwege 
der Anhydridbildung (s. unter D.). 


Reindarstellung des Tenebrioglykols. Mehlwurmexkremente werden 
im Soxhlet erschépfend mit Ather ausgezogen. Der Atherauszug ist gelb- 
braun; bei hoher Konzentration scheidet sich beim Erkalten eine weiBliche 
Kristallmasse aus (unreines Glykol), die mit Ather nachgewaschen werden 
kann und spiéiter gemeinsam mit dem nach der Verseifung gewonnenen 
Glykol weiter verarbeitet wird. Der Riickstand der atherischen Ausziige 
wird durch einstiindiges Kochen mit alkoholischer Kalilauge verseift. Beim 
Abkiihlen fallt das Glykol fast vollsténdig aus. Ein kleiner Rest kann 
durch Fallung der alkoholischen Seifenlésung mit Wasser gewonnen werden. 
Die vereinigten Glykolmengen werden zur Entfernung anhaftender Seifen 
mit Ather aufgenommen; die atherische Lésung wird verdunstet. Diese 
Reinigung mit Ather wird wiederholt. Der Atherriickstand wird aus heiBem, 
96 % igem Alkohol umkristallisiert. Das so erhaltene Glykol ist noch leicht 
gefarbt, schmilzt bei 114 bis 115°. 

Zur voélligen Reinigung wird die Substanz mit der doppelten Menge 
entwassertem Natriumacetat und der zehnfachen Menge Essigséiureanhydrid 
2 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt und die Mischung dann 
in kaltes Wasser gegossen. Zur Zerstérung des iiberschiissigen Essigsaure- 
anhydrids ]48t man mehrere Stunden stehen, wobei sich quantitativ das 
Reaktionsprodukt, das Anhydrid des Tenebrioglykols (s. spiter), abscheidet, 
in Form von festen Flocken. 

Es wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen, getrocknet und wiederum 
mit alkoholischer Kalilauge 1 Stunde gekocht. Beim Erkalten scheidet 
sich das urspriingliche Glykol fast vollstandig wieder aus und kann dann 
nach der gleichen Reinigung, wie es nach der ersten Verseifung geschehen 
ist, als rein weiBes Priparat mit F. = 116° gewonnen werden. 


C. Eigenschaften des Tenebrioglykols. Die Substanz ist vollig 
unléslich in Wasser. In organischen Lésungsmitteln ist sie schwer 
léslich in der Kalte (in Benzol 1 : 300 bei 20°). HeiB ist die Substanz 
gut léslich in Alkohol, Aceton, Ather, Benzol, Eisessig; sehr gut léslich 
in Chloroform und Tetrachlorathan. Wegen der starken Differenz in 
der Léslichkeit, warm und kalt, laBt sich der Kérper leicht und ohne 
groBe Verluste umkristallisieren. Aus Alkohol und aus Ather kristallisiert 
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er sehr voluminés in schénen nadelférmigen, oft zu Biischeln angeord 
neten Kristallen. 

Bei unreinen Praparaten werden gelegentlich charakteristische Kristal! 
tafeln beobachtet. die auf eine Beimengung von Cholesterin zuriickzufiihre: 
sind. Die reinen Praparate zeigen nichts von dieser Neigung zur Tafe! 
bildung. 

GroBe, derbe Kristalle erhalt man aus Tetrachlorathan. Zur end 
gultigen Darstellung eignet sich das Tetrachlorathan nicht, da es wegen 
seines hohen Siedepunktes hartnackig anhaftet. 

* Der Schmelzpunkt des reinen Praparats liegt scharf bei 116°. Wegen 
der geringen Léslichkeit in allen Lésungsmitteln in der Kalte lieB sich 
eine Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung nicht brauchbar durch. 
fiihren. Aus dem gleichen Grunde konnte durch eine polarimetrische 
Bestimmung an einer bei 20° gesattigten Benzollésung nur festgestellt 
werden, daB eine nennenswerte optische Aktivitat nicht vorlag. 

Eine nach Rast! (Depression des Schmelzpunktes von Campher) 
ausgefiihrte Molekulargewichtsbestimmung ergab den Wert 480, der 
nach den vorliegenden Erfahrungen als etwas zu hoch gelten kann. 

Das Tenebrioglykol gibt keine der gewdéhnlichen Cholesterin- 
reaktionen (Reaktion mit Schwefelsiure und Jodtinktur, Salkowskis 
Reaktion, Reaktion nach Liebermann- Burchard). Die Substanz ist 
aus alkoholischer Lésung nicht durch Digitonin fallbar. 

Es liegt also keine Veranlassung vor, das Tenebrioglykol zu den 
Sterinen in Beziehung zu bringen. Die Substanz ist frei von Stickstof/ 
und Schwefel. Mit Brom, sowie mit Permanganat und Soda reagierte 
die Substanz nicht. Es waren also keine leicht angreifbaren Doppel- 
bindungen vorhanden. Die Elementaranalyse ergab als einfachste 
Formel C,;H,,0, die verdoppelte Formel C3)H,,O0, entspricht einem 
Molgewicht von 454 (nach Rast gefunden 480). 


Berechnete Zusammensetzung: C 79,2%, H 13,75 %, 

‘ gefundene Zusammensetzung: C 79,3%, H 13,7% 
fiir aus Anhydrid dargestellte Praiparate mit F. = 115 und 116°. 

Praparat mit F. 116°: 0,0351 g = 0,1023 g CO, und 0,0430 g H,O: 
0,0362 g 0.1054 g CO, und 0,0445 g H,O. 

C 79,49 und 79,11%; H 13,71 und 13,76 %. 

Praparat mit F. 115°: 0.0382 g 0,1109 g CO, (79,17 %); 0,0479 ¢ 

H,O (13,9 %). 


10,0107 g Substanz werden in 0,1107 g Campher geldst. 
F. des Gemisches .... . . 167,0° 
F.. ,. Camphers. .... . . 176,0° 
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Direkt nach der Verseifung (nicht iiber das Anhydrid) dargestellte 
Praparate ergaben fiir Praparat A (Mehlwurmkot der eigenen Zucht), 
K. = 110 bis 113: : 

1. 0,0362 g = 0,1008 g CO,, 0,0418 g H,O, 0,0010 g Asche 
2. 0,0378 g = 0,1056 g CO,, 0,0449 g HO, 0.0008 ¢ _,, 
3. 0,0363 g = 0,1019 g CO,, 0,0441 g HO, 0,0005 g 
Im Mittel: C 77.78%, H 13,53 %. 
Fiir Priparat B (kaéuflicher Kot), F. 114 bis 115°: 
1. 0,0328 g = 0,0943 g CO, und 0,0406 g H,O 
2. 0,0412 g = 0,1184¢CO, ,, 0,0509gH,O 
Im Mittel: C 78,32, H 13,78 %. 

Eine sichere Entscheidung der molekularen Formel lat sich weder 
durch die Elementaranalysen noch durch die wenig genaue Molekular- 
gewichtsbestimmung erbringen. 

C.HgO, = C79,4%, H13,75%, Mol. 468. 
Css H¢gO2 = C 79,57 %, H 13,8%, Mol. 482. 

Es handelt sich offenbar um eine gesittigte Verbindung Cy, H,. Oy. 
Sterinartige Ringkomplexe sind ausgeschlossen. Wegen des neutralen 
Charakters ist anzunehmen, daB es sich um einen zweiwertigen Alkohol 
der Paraffinrethe handelt. Eine Diketoverbindung ist von vornherein 
unwahrscheinlich. 

Versuche, die angenommenen Hydroxylgruppen zu_verestern, 
fiihrten eigentiimlicherweise sowohl bei Acetylierung (mit Essigsiure- 
anhydrid-Pyridin in der Kalte, sowie mit Essigsiureanhydrid und 
Natriumacetat in der Hitze, s. bei Darstellung des Glykols) als auch 
bei Benzoylierung (nach Einhorn mit Benzoylchlorid-Pyridin) zu dem 
gleichen Reaktionsprodukt. 

Es konnte sich also nicht um die entsprechenden Ester handeln. 

Beim Benzoylieren nach Schotten-Baumann wurde das Ausgangs- 
material unverandert zuriickgewonnen. 

Die gewonnene Substanz ist als Anhydrid des Tenebrioglykols zu 
betrachten. Sie zeigt einen 30 bis 40° niedrigeren Schmelzpunkt als 
das Glykol und erheblich verinderte Léslichkeitsverhiltnisse. Dieses 
Anhydrid bildet sich auch bei dem Versuch, die beiden OH-Gruppen 
mit Phosphorpentachlorid zu chlorieren, ferner, beim Versuch mit 
Chromtrioxyd in Eisessig zu oxydieren. Das entstandene Anhydrid 
laBt sich mit Leichtigkeit, z.B. durch Verseifung mit alkoholischer 
Kalilauge, in das urspriingliche Tenebrioglykol zuriickverwandeln. Es 
kann sich also bei der Anhydrisierung nicht um eine tiefergreifende 
Veriinderung gehandelt haben. Dem Anhydrid kommt die Formel 
C39 Hg 0 zu. Das Tenebrioglykol ist demnach ein Diol. Nach den vor- 
liegenden Erfahrungen neigen solche Diole mit Hydroxylgruppen in 
1,4. bis 1,10-Stellung zur Anhydridbildung?. 


1 Lipp, Ber. 22, 2571, 1889. 
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Oxydationsversuche verliefen im wesentlichen negativ, so dali 
eine primare Alkoholgruppe unwahrscheinlich ist. Vielleicht liegt ein: 
tertiire Alkoholgruppe vor, von denen es bekannt ist, daB sie bei de: 
Veresterung ebenfalls Schwierigkeiten zeigen?. 

Oxydation mit Permanganat in alkalischer Acetonlésung ergab da 
Glykol unverindert wieder. Bei Oxydation mit Chromtrioxyd und Eisessi 
(eine andere Art der Chromséureeinwirkung kommt bei der Wasserunléslic! 
keit des Tenebrioglykols nicht in Frage) wurde lediglich das Anhydri: 
erhalten. 

Das Anhydrid bildet eine weiche, lockere Masse, die in allen Lésung-- 
mitteln des Glykols erheblich leichter léslich ist als das Glykol selbst 
F. = 85 bis 86°; schon lange vor dem eigentlichen Schmelzpunkt fang 
die Masse an zu kleben und zu sintern. Die elementare Zusammen 
setzung entspricht der Formel C,)H,,0. 

Ber.: C 82,7%, H 13,6 %. 
Gef.: C 82,5°, H 13,62, 0.0391 g = 0,1190 g CO, und 0,0480 g H,O 
C 82,9%, H 13,85%,  0,0252 g = 0,0762g CO, ,, 0,0313 g HO 


Fiir eine Lésung von 0,1027g in 5ccem Tetrachlorithan erga! 
sich a7) — — 0,08°, also [«]}? = — 1,82°, ein Wert, der kaum auBbe: 
der Fehlergrenze liegt. Es handelt sich bei dieser Anhydridbilduny 
nicht etwa um Abgabe von Kristallwasser. Auch bei mehrstiindigen 
Erwarmen auf 120° wurde keine Wasserabgabe beobachtet. Der stark: 
Unterschied im Schmelzpunkt zwischen Glykol und Anhydrid weist 


auf eine chemische Anderung hin. Es fehlt ja auch ein Anhalt fii 
die Annahme einer Doppelbindung, die anzunehmen ware, wenn de: 
vorliegende Stoff ein Molekiil Kristallwasser hatte. 

Wie ist die Anhydridbildung zustande gekommen? Die Anhydri 
sierung geht entweder innerhalb eines Molekiils durch eine zykliscl: 
Atherbindung vor sich, oder durch Zusammentreten zweier Molekiil 
mit einer gew6hnlichen Atherbindung. Wahrscheinlich findet beide- 
statt. Die Molekulargewichtsbestimmung nach Rast ergab bei vei 
schiedenen Priparaten stark schwankende Werte (500 bis 700). Di 
Werte sind sicher auBerhalb der Fehlergrenze zum Teil erheblich héhe: 
als fiir das Glykol, erreichen aber nicht den doppelten Wert. Auch da- 
Verhalten bei der Schmelzpunktbestimmung: vorzeitiges Sintern usw 
spricht fiir die Méglichkeit des Vorliegens eines Gemenges verschiedene | 
Formen des Anhydrids. 


Zusammenfassung. 


Der aus Mehlwurmkot darstellbare, duBerlich wachsahnliche Koérpe: 
ist ein zweiwertiger Alkohol der Paraffinreihe C,,H,.O0, (Tenebrio- 
glykol). Dieses Tenebrioglykol ist nicht als Ester, sondern in freie: 


' Schmidt u. Weilinger, Ber. 39, 654, 1906. 
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Form vorhanden. Auch rein chemisch gelingt die Veresterung der 
OQH-Gruppen (durch Acetylierung und Benzoylierung) nicht, sondern 
es kommt ebenso wie beim Versuch der Chlorierung (mit Phosphor- 
pentachlorid), sowie der Oxydation (mit Chromtrioxyd in Eisessig) zur 
Bildung eines Anhydrids C,)H,,O. Dieses Anhydrid laBt sich quanti- 
tativ durch Verseifung mit alkoholischer Kalilauge in das urspriingliche 
Glykol zuriickverwandeln. 

Durch Abwaschen der Cutis von Mehlwiirmern mit warmem Ather 
laBt sich das Glykol in kleinsten Mengen gewinnen. Bei dem hohen 
Schmelzpunkt des Glykols (116°) ist es ausgeschlossen, daB die ver- 
hiltnismaBig groBen Mengen Tenebrioglykol, die sich in den Exkre- 
menten befinden (bis zu 0,5°, wurde festgestellt), durch Abreiben 
von der Cutis an die Kotballen herantreten, sondern es ist anzunehmen, 
daB die Kotballen schon beim Verlassen des Darms mit diesem Wachs 
iiberzogen sind. 















Der elektrische Reizungsstoffwechsel des Nerven. 


Ve ym 
Hans Winterstein. 







(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Breslau.) 




































(Eingegangen am 4, Januar 1931.) irrig 

Eine Reihe experimenteller Tatsachen, vor allem der zuerst durch po 
v. Ledebur? in unserem Institut gefiihrte Nachweis, daB die reflektorische 9 p,q, 

Reizung der Nervenzentren des Froschriickenmarks zu einer un- § 4, 

+ | f vergleichlich geringeren Steigerung des Gaswechsels fihrt als die § sq 
4 i direkte elektrische Reizung dessselben, haben mich? zu der Auffassung culall 
a gefiihrt, daB man scharf unterscheiden muB, zwischen dem ,,Erregungs- in} 
ee stoffwechsel, der den physiologischen Vorgangen der Erregungsleitung § ,,., g 
yD zugrundeliegt, und dem ,,Reizungsstoffwechsel“*, der ein auf den Reizort & 909 , 
ai beschranktes Kunstprodukt der Einwirkung des elektrischen Stromes § ;,.4 
on if darstellt. In weiteren Versuchen* habe ich mit Hilfe einer besonderen § ;, ,; 
a: ‘ Apparatur, die die am Reizort auftretenden von den durch die Er- § 4 
12 regungsleitung bedingten Stoffwechselinderungen zu sondern ge- § ).t¢¢ 
stattete, an den Beinnerven verschiedener Froscharten den Nachweis muBt 
gefiihrt, daB der Erregungsstoffwechsel des Nerven mit keiner bisher § |i, 4, 
meBbaren Steigerung des Sauerstoffverbrauchs einhergeht, und dal §),..., 
daher die bei elektrischer Reizung am Reizort zu beobachtende Er. ; 
héhung desselben ein unphysiologisches Kunstprodukt ist. Sie h 
Gegen diese Befunde wenden sich Gerard* und Meyerhof®. Sie bei a 
h haben zwar meine Versuche nicht nachgepriift, aber neue Experimente Kleine 
angestellt, mit denen sie die Identitaét des elektrischen Reizung:- re 
; und des Erregungsstoffwechsels des Nerven zu erweisen glauben ewe 
“f Gerard und sein Schiiler Chang verfuhren in der Weise, daB sie in ihrem Glasb 
Ee Differentialmanometerapparat auf der einen Seite ein intaktes Nerven- viet 

* en ee . 
; 1 J. Freih. v. Ledebur, Pfliigers Arch. 217, 235, 1927. aaten 
Nerve 





FY 2 H. Winterstein, Spemann-Festschrift, Roux Arch. 116, 7, 1929. 
3 Derselbe, Pfliigers Arch. 224, 749, 1930. 

4 R. W. Gerard, Science 72, 196, 1930. 

5 0. Meyerhof u. W. Schulz, diese Zeitschr. 228, 1, 1930. 
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bundel reizten, auf der anderen Seite dagegen nur ein kleines Stiickchen 
des nahe den Elektroden durchschnittenen Nervenbiindels. Auf diese 
Weise glauben sie im ersteren Falle den Reizungsstoffwechsel und Er- 
regungsstoffwechsel, im zweiten fast ausschlieBlich den ersten untersucht 
m haben. Sie fanden den O,-Verbrauch des intakten Nervenbiindels 
j0mal so groB wie den des durchschnittenen. Meyerhof und Schulz 
reizten ein Nervenbiindel einmal bloB am zentralen Ende mittels eines 
Paares Elektroden, das zweite Mal gleichzeitig an drei Stellen mit drei 
Paar Elektroden und folgern aus der annahernden Gleichheit des 
Effekts in beiden Fallen, daB es sich im wesentlichen um den Erregungs- 
stoffwechsel handeln miisse, da anderenfalls die Reizung an drei Stellen 
einen gréBeren O,-Verbrauch bewirken miiBte. 

Sowohl Gerard wie Meyerhof gehen bei ihren Versuchen von der 
irrigen Voraussetzung aus, daB die elektrische Reizung ein scharf 
lokalisierter Vorgang sei, und lassen die Ausbreitung des Stromes 
ginzlich unberiicksichtigt. Die auBerordentliche Ausbreitung und 
Bedeutung der Stromschleifen ist erst in neuerer Zeit bei der Diskussion 
des Dekrementproblems in vollem Umfang zutage getreten. Kato! 
fand mit seiner ingeniésen Methodik, die Ausbreitung der Strom- 
schleifen durch die scheinbare Zunahme der Leitungsgeschwindigkeit 
im Nerven zu bestimmen, daB sich bei seinen Krétennerven der Aus- 
gangspunkt der Erregung bei Verringerung des Rollenabstandes von 
320 auf 150mm in einem Versuch um 44 mm (!) verschob. Halpern® 
fand bei einem 2,5 mm dicken Hundevagus die Stromschleifen gleichfalls 
in einer Entfernung von 40 mm noch nachweisbar. DaB also Gerard 
und Chang, wenn sie ein kurzes Nervenstiickchen auf den Elektroden 
hatten, einen unvergleichlich kleineren Reizungsstoffwechsel erhalten 
muBten, als wenn sie ein Nervenbiindel auf unbekannte Lange hin 
reizten, ist eine Selbstverstandlichkeit, die sich hatte voraussagen 
lassen. 

Ahnlich verhalt es sich mit den Versuchen von Meyerhof und Schulz. 
Sie reizten ihre aus vier bis fiinf Ischiadici bestehenden Nervenbiindel, 
bei einem Rollenabstand von 80mm (!). Die Nerven waren in dem 
kleinen Glaskimmerchen zu einem offenen Ring gelegt, dessen Umfang 
kaum 4cem betragen haben kann. Dabei werden die angefeuchteten 
Nerven zum mindesten zwischen den einzelnen Elektrodenpaaren dem 
Glasboden aufgelegen haben, der so den Weg der Stromschleifen ab- 
kiirzte. Es ist also von vorherein kaum zu bezweifeln, daB auch bei 
Reizung von einem Elektrodenpaar aus die Wirkung sich iiber den ganzen 
Nerven erstrecken muBte. DaB es sich in der Tat so verhalt, lieB sich 





* G. Kato, The theory of decrementless conduction 1924, p. 100. 
* L. Halpern, Pfliigers Arch. 225, 48, 1930. 
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durch sehr einfache Versuche zeigen: In die eine offene Kammer dec. 
Meyerhofschen Apparats wurde der Nerv eines sehr gut erregbaren Nery. 
Muskelpraparats in der angegebenen Weise iiber alle drei Elektroden- 
paare gelegt. Jenseits des dritten wurde der Nerv zwischen den Ele. 
troden und dem Indexbein fest unterbunden. Dann wurden dure) 
das erste Elektrodenpaar, dem das zentrale Ende auflag, Induktions. 
schlige eines geeichten Kronecker-Apparats geschickt, dessen primar 
Spule mit einem 2-Volt-Akkumulator verbunden war. Bei einem 
Rollenabstand von 170 bis 150 mm = 400 bis 700 Kroneckereinheiten, 
traten kraftige Zuckungen des Beines auf. Nun wurde dieses von 
dem Nerven vollig abgetrennt und der Nerv eines zweiten Nerv-Muskel- 
praparats mit seinem zentralen Ende tiber das auf dem dritten Elek- 
trodenpaar liegende Ende des ersten Nerven gelegt und dieser an seinem 
zentralen Ende am ersten Elektrodenpaar bei dem gleichen Rollen- 
abstand gereizt. Auch jetzt zuckte das Bein kraftig, obwohl es nw 
durch seinen und den abgeschnittenen Nerven mit der Reizstelle in 
Verbindung stand und obwohl der Strom vermutlich viel schwache: 
war als in den Versuchen von Meyerhof, bei denen iiberdies vier bis 
fiinf Nerven verwandt wurden, so daB die mit der Dicke des Leitungs. 
weges wachsende Stromschleifenwirkung noch um das Mehrfache gréber 
gewesen sein muB! Es ware also in keiner Weise verwunderlich, wenn 
die Reizung von einem Elektrodenpaar aus den gleichen Reizeffekt 
auf den Stoffwechsel ausiibte wie die von drei Reizstellen. Ob die: 
aber iiberhaupt der Fall war, ist aus den mitgeteilten Daten gar niclit 
zu ersehen, weil man nicht wei, wie sich die Wirkung der Reizung 
in den drei Reizperioden gestaltet hatte, wenn sie jedesmal in de1 
gleichen Weise erfolgt ware. In dem einzigen hieriiber mitgeteilte: 
Kontrollversuch, der sich nur iiber zwei Reizperioden erstreckte (und 
in welchem aus nicht ersichtlichen Griinden in der zweiten Reizperioc 
mit einem starkeren.Strom gereizt wurde als in der ersten und auc! 
der Stoffwechsel aus einem anderen Nervengewicht berechnet ist), sank 
nimlich die GréBe des durch die Reizung bedingten Verbrauchs a: 
, Extrasauerstoff‘‘ um 3,8 cmm pro g und Std., d. i. 14,3.°,, des Werte- 
der ersten Reizperiode. Wiirde man in Versuch 2 einen gleichartigen 
Abfall fiir die zweite Reizperiode annehmen, dann wiirde die Reizung 
von drei Reizstellen aus statt der scheinbar geringfiigigen Steigerung 
eine solche um 25°,, und in Versuch 5 eine solche von 20°,, ergeben 
In der dritten Reizperiode von Versuch 2 ist bei gleichartiger Reizung 
wie in der ersten Reizperiode ein Abfall von 13,1 emm, d. i. von 45 

zu verzeichnen. Wiirde man in den folgenden Versuchen wieder einen 
gleichartigen Abfall fiir die dritten Reizperioden annehmen, so wiird 
sich fiir den Ubergang von einer zu drei Reizstellen auch in den Ver- 
suchen 3 und 4 ein gewaltiges Ansteigen des Extra-O, um 50 bzw. 40) 
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° 
errechnen! Es ist also sehr méglich, dab sich hinter den Zahlen, die 
Meyerhojs Ansicht von der Identitaét des Reizungs- und Erregungs- 
stoffwechsels erweisen sollen, gerade ein Beweis dagegen verbirgt; 
auf keinen Fall — mit oder ohne Stromschleifen — kénnen solche Ver- 
suche als Argument gegen die Zuverlissigkeit meiner experimentellen 
Ergebnisse dienen. 

Meyerhof (a. a. O.) schreibt, ich hatte seine und seiner Mitarbeiter 
Resultate ,,in Zweifel gezogen und neuerdings sogar mit Bestimmtheit 
fir unrichtig erklart‘‘. Das ist durchaus unzutreffend. Ich habe niemals 
seine Resultate bezweifelt, wohl aber hat sich ihre friiher ja auch 
von mir gegebene — Deutung, daB es sich bei der Wirkung der 
elektrischen Reizung um einen Ausdruck der physiologischen Erregungs- 
erscheinungen handle und daB diese mit den Daten von Hill und dessen 
Mitarbeitern iiber die Warmebildung im Nerven in guter Cbereinstim- 
mung sténden, als falsch erwiesen?. Wohl aber haben Gerard und 
Meyerhof die Richtigkeit meiner Versuchsresultate bezweifelt. Meyerhof 
behauptet, aus meiner Arbeit kénne man nicht beurteilen, ,,wie groB 
in absolutem MaB die jeweils gefundene oder vermifte Atmungs- 
steigerung ist, da das Gewicht der Nervenstiicke, deren Atmung ge- 
messen wurde, nicht angegeben ist, ebensowenig wie die Reizfrequenz 
und Reizstarke, von welchen Faktoren die GréBe des Extraverbrauchs 
abhangt“. Ich habe aber gar nicht die Absicht gehabt, die GréBe des 
Extrasauerstoffverbrauchs unter verschiedenen Bedingungen zu 
studieren, sondern wollte unter genau vergleichbaren Bedingungen die 
GréBe des Extra-O, im Reizungs- und im Erregungsstoffwechsel 
bestimmen. Und die Bedingungen waren so genau vergleichbar, wie 
dies tiberhaupt denkbar ist; denn die ganze Anderung der Versuchs- 
anordnung bestand bloB darin, daB eine Wippe von der einen Seite auf 
die andere gelegt wurde; alle anderen Bedingungen waren genau gleich 
und daher fiir das Versuchsergebnis ganz gleichgiiltig. Gerade ich 
habe den Vergleich in absolutem Mae durchgefiihrt, denn ich habe 
die beobachteten Werte des O,-Verbrauchs so in den Protokollen 


! Sollte etwa Meyerhof oder sonst jemand meine Bemerkung in Bethes 


Handbuch (9, 410), diese Ubereinstimmung (die infolge eines Versehens in 
meiner Darstellung besonders verbliiffend erschien) sei ,,so beangstigend 
gut, daB man versucht ware zu sagen: sie ist zu gut, um wahr zu sein“, 
dahin gedeutet haben, da®B ich die Richtigkeit seiner Angaben in Zweifel 
ziehen wollte, so wiirde ich dies tief bedauern. Eine solche Unterstellung 
hat mir natiirlich véllig fern gelegen. Ich wollte nichts anderes damit zum 
Ausdruck bringen als die wahrscheinlich vielen Forschern bekannte Er- 
fahrung, da8 eine allzu gute Ubereinstimmung zwischen Theorie und 
Experiment bei so komplexen Erscheinungen meist eine Fata morgana zu 
sein pflegt, vorgetéuscht von der Tiicke des Objekts, wie es ja bei den vor- 
liegenden Beobachtungen tatséchlich der Fall war. 
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wiedergegeben, wie ich sie abgelesen habe, unter Verzicht auf alk 
fiir den vorliegenden Zweck ganzlich itberfliissigen rechnerischen 
Manipulationen. Das Gewicht der Nervenstiicke betrug in den in meine: 
Arbeit mitgeteilten Versuchsprotokollen bei den amerikanischen Ochsen- 
fréschen 275 und 177, bei den ungarischen Wasserfréschen 200 und 11< 
bei den deutschen Grasfréschen 200, 190 und 110 mg. Wem es Freude 
macht, der kann sich nach diesen Angaben alle mitgeteilten Wert: 
auf 1 g umrechnen und, wo es nétig ist, auch noch durch Multiplikatior 
mit 2 oder 3 auf 1 Stunde. Wieso das Unterlassen dieser ginzlich un- 
nétigen Umrechnung, die héchstens falsche Vorstellungen von den 
absoluten GréBen, um die es sich handelt, erwecken kann, die Beurteilung 
meiner Versuche unméglich machen soll, vermag ich wirklich nicht 
einzusehen. Die Versuche von Meyerhof und Schulz werden doch 
nicht dadurch beweiskraftiger, daB sie zwecks Umrechnung auf 1 g die 
wirklich abgelesenen Werte erst einmal mit 7 bis 9 multipliziert haben 

Gerard erklart meine Versuchsergebnisse ,,by injury to the nerve 
or inadequate sensitivity of the apparatus. Ganz abgesehen davon, 
daB zu der ersteren Annahme nicht die geringste Veranlassung vorliegt, 
habe ich ausdriicklich erwahnt, daB bei allen in Breslau angestellten 
Versuchen ,,am Schlusse jedesmal von dem peripheren Ende des Nerven- 
biindels die Aktionsstréme bei Reizung des zentralen Nerventeiles 
zum Saitengalvanometer abgeleitet“’ und so die Erhaltung der Leit- 
fahigkeit sichergestellt wurde. Und was den zweiten Punkt anlangt, 
so miBte der Apparat ja sonderbar funktioniert haben, wenn et 
empfindlich genug war, um den Extra-O, bei Reizung anzuzeigen, aber 
nicht empfindlich genug, um den nach Meyerhof damit ja identischen 
Extra-O, bei Erregung zu verraten. Wer die Richtigkeit meiner Ver- 
suchsergebnisse anzweifelt, mége dies nicht mit Argumenten tun, 
deren Unhaltbarkeit auf der Hand liegt, sondern mége sich die Miihe 
geben, sie nachzupriifen, aber mit einer Methodik, die in ebenso klare: 
und durchsichtiger Weise eine Sonderung des Reizungs- und Erregungs- 
stoffwechsels erméglicht, wie die von mir angewandte. 

Meine am Nerven gewonnenen Versuchsergebnisse stehen in aus- 
gezeichneter Ubereinstimmung mit neuen Versuchen, in denen v. Ledebur 
seine friiheren Untersuchungen iiber den Gaswechsel des isolierten 
Froschriickenmarks bei direkter Reizung und bei physiologischer 
Erregung mit wesentlich verbesserter Methodik wiederholt und erweitert 
hat, und iiber die er binnen kurzem selbst berichten wird. Es ergab sich, 
daB die starkste physiologische Erregung der Nervenzentren mit keiner 
mit den bisherigen Methoden nachweisbaren Steigerung der Kohlen- 
siurebildung einhergeht, wahrend selbst die schwachste eben wirksame 
direkte elektrische Reizung des Riickenmarks eine solche deutlich 
hervorruft. Dureh schwache Vergiftung mit Cyankali kann die dure! 
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elektrische Reizung sonst zu erzeugende Vermehrung der CO,-Bildung 
vollig unterdriickt werden, zu einer Zeit, in der die Erregbarkeit sogar 
gesteigert ist. Elektrische Reizwirkung und physiologische Erregung 
sind also vollstaéndig voneinander zu sondern. 

Die elektrische Reizung ist durch die Bequemlichkeit ihrer 
Handhabung so sehr zum taglichen Handwerkzeug der Physiologen 
geworden, da man vollstindig vergessen hat, daB es sich um einen 
kiinstlichen Eingriff handelt. Zur Analyse vieler Erscheinungen wird 
sie immer das wertvollste Hilfsmittel bleiben; auf die chemischen und 
physikalisch-chemischen Erscheinungen aber, die dem physiologischen 
Geschehen zugrundeliegen, diirfen wir, zum mindesten im Bereich des 
‘ervensystems, aus der Beobachtung der direkten Wirkungen elek- 
‘rischer Stréme, keinerlei Schliisse ziehen. 


Zusammenfassung. 


Die von Gerard und von Meyerhof zur Widerlegung meiner Versuchs- 
rgebnisse iber das Fehlen einer nachweisbaren Gaswechselsteigerung 
m Erregungsstoffwechsel des Nerven ausgefiihrten Experimente ent. 
ehren aus methodischen Griinden einer Beweiskraft. 












Uber den Einflub 
der Bestrahlung auf das Verhalten des Silbers im Organismus. 





I. Mitteilung: 


Untersuchungen im Gesamtorganismus junger Ratten. 






Von 


Ludwig Pineussen und Wadim Roman’. 







(Aus dem biologisch-chemischen Institut des staédtischen Krankenhauses an 
Urban, Berlin.) 







Scene te 





(Eingegangen am 6. Januar 1931.) 






In einer friiheren Arbeit? hatten wir das Verhalten der Halogei 
im Organismus unter Bestrahlung untersucht und festgestellt, da! 
durch die Bestrahlung das ionisierte Jod auf Kosten des organisc/ 
gebundenen Jods zunahm, wahrend die Wirkung der Bestrahlun 
beim Brom umgekehrt war und bei der Verteilung des Chlors kein 
Unterschiede festgestellt wurden. 

Um nun das Verhalten eines Kations im Organismus unter Bb 
strahlung zu priifen und gleichzeitig festzustellen, wie der Organismu: 
auf ein kérperfremdes Kation reagiert, wahlten wir das Silber, da: 
auBerdem wegen seiner groBen photochemischen Empfindlichkeit un: 
fiir solche Untersuchungen besonders geeignet schien. 

Es sollte festgestellt werden, erstens ob und wie der Organismus (a: 
kérperfremde Ion nach der Aufnahme durch Bindung oder Umwandlun; 
in andere Stufen iiberfiihrt, zweitens ob der Organismus das Silbe: 
nach Reduktion an bevorzugten Stellen des Kérpers ablagert, un! 
drittens, ob diese Prozesse durch Bestrahlung irgendwie beeinflu!t 
werden. 

Um einen Uberblick iiber diese aufgeworfenen Fragen zu erhalte: 
wurde zundchst die Untersuchung fiir den Gesamtorganismus dure). 


































SEE, LS NC ORS AD 
















if i 1 Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemeinschia!' 
Hy j der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, wofiir auch an dieser Stelle nochma'> 
oh id gedankt sei. 





2 Diese Zeitschr. 216, 336, 1929. 
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gefiihrt. Als Untersuchungsobjekt dienten junge Ratten im Alter von 
etwa 4 Stunden bis 21/, Tagen. Die Anwendung so junger Tiere geschah 
im Hinblick darauf, daB diese Tiere noch nicht behaart sind und daher 
eine etwaige Strahlenwirkung sich besonders deutlich zeigen wiirde. 
Wenn auch der Organismus so junger Tiere sich vielleicht anders ver- 
halt als ein erwachsener Organismus, so ist doch die Ahnlichkeit des 
Verhaltens fiir eine orientierende Untersuchung groB genug, zumal die 
Ergebnisse mit den spaiter bei erwachsenen Ratten an einzelnen Organen 
gemachten Untersuchungen recht gut iibereinstimmen. 


Experimentelles. 


Die jungen Ratten wurden kurz nach der Geburt der Mutter fort- 
genommen, da wir die Erfahrung gemacht hatten, daB die Miitter haufig 
ihre eigenen Jungen auffressen, da sie anscheinend infolge des haufigen 
Belegens die Jungen nicht groBziehen kénnen oder wollen. Die jungen 
Tiere wurden in mit Watte ausgelegten Glasschalen mit Watte bedeckt 
bei einer Temperatur von 20 bis 40° gehalten. Nach 2 bzw. 4 Stunden bzw. 
21', Tagen nach der Geburt wurden die Tiere subkutan mit einer kleinen 
Liierspritze am Nacken gespritzt. Sie erhielten pro Tier 0,2 ccm einer 
0,5 %igen Silbersulfatlésung, entsprechend 0,6 mg Silber, pro Tier. Das 
durchschnittliche Gewicht der Tiere betrug etwa 5g. Da die Fliissigkeits- 
menge fiir die jungen Tiere verhaltnismaBig groB war und daher nicht 
sofort resorbiert werden konnte, sich auch die Einstichstelle nicht sofort 
schlo&B, lief immer ein wenig von der Fliissigkeit wieder heraus, so daB also 
die eingespritzte Menge niemals quantitativ wiedergefunden werden konnte. 
Die Tiere wurden nach der Einspritzung wieder in ihre Wattebehalter 
zuriickgelegt. Nach ein und einer halben Stunde wurde die Halfte des Wurfes 
(zwei bis drei Tiere) in einen zweiten Wattebehalter, aber ohne Wattedecke, 
gelegt und der Bestrahlung eine halbe Stunde ausgesetzt. Bestrahlt wurde 
mit einer innen mattierten Vitaluxlampe (Osram) bzw. mit einer Quarz- 
quecksilberlampe (220 Volt) in einer Entfernung von 70cm. Unmittelbar 
nach der Bestrahlung wurden die Tiere durch Kopfabschneiden getétet, 
alsdann gewogen und im Wageglischen mit der Schere grob zerkleinert. 
Dann wurden sie mit Kohlensiure gefroren, fein zerrieben, mit Thiosulfat 
extrahiert und weiter nach der friiher angegebenen Methode! zur getrennten 
Bestimmung des ionisierten, an EiweiB gebundenen und metallischen 
Silbers behandelt. Die unbestrahlten Tiere wurden zu gleicher Zeit mit 
den bestrahlten Tieren getétet und auf gleiche Weise behandelt. 


Die Ergebnisse sind in den Tabellen I bis IIT zusammengestellt. Mit 
den Zahlen in Kolonne 1 sind die einzelnen Wiirfe und mit den Buchstaben 
die einzelnen Tiere desselben Wurfes bezeichnet. Die Temperatur bei der 
Bestrahlung iiberstieg nicht die oben angegebenen Grenzen, auBerdem 
wurde darauf geachtet, daB die unbestrahlten Tiere stets bei derselben 
Temperatur gehalten wurden, wie die bestrahlten Tiere desselben Wurfes. 
Die Temperatur ist in der Kolumne 9 der Tabellen angegeben. Uber die 
Berechnung der in den Tabellen I bis II] angegebenen Zahlen siehe weiter 
unten. 


1 Diese Zeitschr. 225, 447, 1930. 
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Tabelle I. Unbestrahlte Tiere. 













Kolumne 1 


Warf-Nr. 


b 
Isa 
b 
22 a 
b 
23a 
32d 
e 
f 
33 ¢ 
d 
34 d 
e 
f 
45a 
49a 
b 
56 a 
62d 


e 
63 ¢ 

d 
Mittel: 


9 


3 


4 


5 


mg-°/, Ag des Frischgewichts 
des ‘Tieres als 





Ag Cl 


0.844 
1,426 
1,612 
1,234 
0,669 
0,413 
0,750 
1,170 
0,616 
1,251 
0,982 
8,204 
2,740 
1,124 
2,005 
1,010 
1,229 
1,280 
1,595 
0,181 
0,610 
0,799 
1,261 


2,075 


1,253 





Ag- 
Eiweib 
0,452 
0,603 
1,562 


1,424 | 


0,497 
1,177 
0,376 
0,693 
0,207 
0,582 
0,534 
0,865 
0,906 
1,034 
0,836 
0,752 
0,697 
0,356 
0,384 
0,140 
0,567 
0,503 
0,556 
0,213 


0,663 


Tabelle II. 





Ag- 
Metall 


0,308 
0,554 
0.830 
0,970 
0,844 
0,275 
0,354 
0,858 
0,349 
0,402 
0,490 
0,295 
0,368 
0,305 
0,299 
0,274 
0,161 
0,179 
0,342 
0.060 
0,260 
0,458 
0,186 
0,192 


0,401 





Gesamt- 


Ag 


1,604 
2.583 
4,004 
3,628 
2,010 
1,865 
1,480 
2,721 
1,172 
2,235 
2.006 
4,364 
4,014 
2,463 
8,140 
2,036 
2.087 
1,815 
2,321 
0,381 
1,437 
1,760 
2,003 
2.480 


2,317 


6 


8 


Als °/) vom Gesamt-Ag 


Ag Cl 


52,07 
55,20 
40,26 
34,01 
33,28 
22.11 
50.66 
43,00 
52 58 
55,97 
48,94 
73,42 
68,26 
45,66 
63,84 
49,67 
58,87 
70,54 
68,35 
47,55 
42.45 
45,40 
62,96 
83.66 


54,08 | 





Ag- 


Eiweib 


27,88 
23,36 
39,01 
39,25 
24,72 
63,11 
25,39 
25,47 
17,69 
26,03 
26,65 
19,82 
22,57 
41,97 
26,63 
36,89 
33,41 
19,61 
16,91 
36,77 
39,47 
28,57 
27,74 
8,61 





28,62 | 


Ag- 
Metall 


18.98 
21,44 
20,73 
26,74 
42,00 
14,78 
23,95 
31,53 
29.73 
18,00 
24.41 

6,76 

9,17 
12,37 

9,53 
13,44 

7,72 

9,85 
14,74 
15,68 
18,08 
26,03 

9,30 

7,73 
17,30 


Mit Vitaluxlampe bestrahlte Ratten. 





Temperatu: 


— ee ee 






40” 
28° 
259 
28° 
38° 


24° 








Kolumne 1 


2 


3 





4 





Wurf-Nr. 


Ne 


os bo bo 
to Ww bo 
ces rant? & 


@ 


33 a 
b 
34a 
b 


c 


Mittel: 


5 


mg-°/) Ag des Frischgewichts 
des Tieres als 


6 


8 





Als °/> vom Gesamt-Ag 





Ag Cl 


0,360 
0,539 
0,825 
0,705 
0.608 
0,970 
0,509 
0,663 
0,188 
0,706 
0,863 
0,819 
1,427 
0,662 


0,703 


Ag- 
Eiweib 
0,513 
1,830 
4,082 
0,904 
0,840 
1,607 
1,232 
1,103 
0,379 
1,147 
1,773 
1,509 
1,613 
2.056 


1,470 


Ag- 
Metall 


0,280 
0,202 
0,268 
0,497 
0,435 
1,004 
0,256 
0,331 
0,332 
0,820 
0,203 
0,205 
0,245 | 
0,503 


0,399 | 


Gesamt- 


3,221 
2,572 


Ag Cl 


31,25 


20,97 | 


15,89 
33,56 
32,28 
27,09 
25,49 
31,66 
20,94 


26,41 | 
30,40 | 


32.32 
43.43 
20,55 


| 27,33 


Ag- 


| 


r- 


EiweiB | Metall 


44,51 
7117 
78,96 
43,04 
44,62 
44,87 
61,71 
52,54 
42,12 
42,92 
62,45 
59,60 
49,11 


63,84 


57,16 


24,24 
7,86 


5,15 | 


23.40 
23,10 
28,04 
12,80 
15,80 
36.94 
30,67 

7,15 

8,08 

7,46 


15,61 


15,51 


Temperatur 


| 


: 


9 


31° 


28° 
30° 


40° 


320 


41° 


Ein 
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Tabelle I1lI. 


Mit Quecksilberlampe bestrahlte Ratten. 





Kolumne 1 2 3 4 5 6 7 s oy) 





mg-°/o Ag des Frischgewichts Als {9 vom Gesamt-Ag 





Warf-Nr. || des Tieres als Temperatur 
i ——- — 
| ' Ag- Ag- Gesamt- Ct Ag- Ag- 
AgCl | KiweiB Metall Ag AgCl  Riweif | Metall 


45 b 0,979 | 0,396 0,221 1,596 61,31 2486 13,83 
c 1,747 | 0,625 0,210 2,582 67,62 24,24 8,14 
56 b 0,365 1,024 0,294 1,683 21,67 60,87 17,46 
¢ 0,237 0,129 0,060 0,426 55,71 30,23 14,06 
bla 1,520 0,499 0,278 | 2,297 66,16 21,73 12,11 
b 1,482 0,437 0,305 2,224 66,66 19,64 13,70 
62a 1,690 0,650 0,607 | 2,947 57,37 22,06 | 20,57 
b 1,721 0,580 0,540 2,841 60,58 20,41 |) 19,01 
¢ 3,666 | 1,403 | 0,375 5444 67,33 25,78 6,89 
63a 1,885 0,511 0,551 2,947 63,97 17,33 | 18,70 24° 


Mittel: 1,529 0,625 0,344 2,498 61,21 25,02 13,77 


Sa a oe 
oe 
Zz 


Berechnung der Ergebnisse. 


Die bei der Titration erhaltenen absoluten Mengen des anorganischen 
(im Organismus wohl als AgCl gebundenen) Silbers, des an Eiwei®B ge- 
bundenen und des bereits im Organismus als Metall vorliegenden Silbers 
wurden addiert und auf diese Weise die Gesamtmenge des wiedergefundenen 
Silbers festgestellt, die naturgemaéB infolge der Verluste beim Einspritzen 
stets erheblich unter dem theoretischen Wert blieb. Aus diesen absoluten 
Mengen wurden das als Ag Cl, als Ag-EiweiB, als Ag-Metall und als Gesamt-Ag 
vorhandene Silber in Milligrammprozent des Frischgewichts des Tieres 
berechnet. Diese Milligrammprozente sind in den Kolumnen 2 bis 5 der 
Tabellen I bis IIT angegeben. Fiir jedes einzelne Tier wurden dann die als 
AgCl, als Ag-EiweiB und als Ag-Metall vorliegenden Mengen Silber als 
Prozente des Gesamt-Ag berechnet; diese prozentualen Silbermengen sind 
in den Kolumnen 6, 7, 8 der Tabellen I bis IIT fiir jedes einzelne Tier an- 
gegeben. 


Dann wurden die Kolumnen 2 bis 5 der Tabellen I bis III zusammen- 
gezogen. Hierbei wurde iiber simtliche Tiere der betreffenden Tabelle 
gemittelt, da weder die Tiere gleichen Alters, noch die Tiere gleichen 
Wurfes naher zusammenliegende Werte ergaben. Diese Mittel sind in der 
letzten Zeile der Kolumnen 2 bis 5 der Tabellen I bis III angegeben. 
Sodann wurde ebenso wie bei den einzelnen Tieren der Prozentgehalt 
Silber als AgCl, als Ag-Eiwei® und als Ag-Metall als Prozente vom 
Gesamt-Ag berechnet. Diese Prozente, die als Mittel aus simtlichen Ver- 
suchen der gleichen Art anzusehen sind, finden sich in der letzten Spalte 
der Kolumnen 6 bis 8 der Tabellen I bis III. 


Um festzustellen, wieweit diese prozentualen Mittel das _ wirkliche 
Ergebnis widerspiegeln, wurde folgende Fehlerrechnung ausgefiihrt: 
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Die Mittel fiir die unbestrahlten Ratten (24 Stiick) betragen: 





Als Ag Cl Als Ag-EiweiB Als Ag-Metall 


Mittel : 54,08 9/5 28,62 9/9 17,30 9/5 


In den Grenzen + 10% 48,67/59,49 25,76/31,48 15,57/19,03 
befinden sich . . . . 9Stiick —387,5% 6Stick — 25% 4Stiick — 16.7% 
in den Grenzen -}+ 20% 43,26/64.90 22,90/34,34 13,84/20,76 
befinden sich . . . . 13Stick=—54,1% 11Stiick —46,0% 7Stiick — 29,3°, 
in den Grenzen + 30% 37,85/70,31 29,04/37,20 12,11/22,49 
befinden sich . .. . 18Stiick-- 75% 14Stiick —58,3% | 10Stiick — 41,8 % 
grober als + 50% ist 

die Abweichung bei. 2Stiick = 8,35% 2Stiick = 8,359 8Stiick — 33,33°, 


Man kann also diese Mittel als maBgebend ansehen, da die Halfte meist 
um héchstens + 20% abweicht. Beim Ag-Metall ist die Abweichuny 
infolge der geringen absoluten Mengen stets etwas gréBer, aber auch hie: 
liegt fast die Halfte samtlicher Tiere in einer Abweichung von -—- 30°, 

Giinstiger fallt diese Berechnung fiir die bestrahlten Tiere aus. Dis 
Mittel fiir die mit der Osramlampe bestrahlten Ratten (14 Stiick) betragen 





Als Ag Cl Als Ag-Eiweii Als Ag-Metall 
Mittel : 27,33 9/5 57,16 %/¢ 15,51 9/5 


In den Grenzeu + 10% 24,60/30,06 51.44/62.88 13,96/17,96 
befinden sich . . . . || 3Stiick—21,42% 4Stiick = 28,579, 2Stiick — 14,28' 
in den Grenzen + 20 % 21,87/32.79 45,72/68,60 12,41/18,61 
befinden sich . . . . 8Stiick—57,14°% 6Stiick—4242% 35tiick = 21,42°, 
in den Grenzen + 30%, 19,14/35,52 40,00/74,32 10,86/29,16 
befinden sich . . . . 12Stiick — 85,71°% 13Stiack — 92,85°, 3 Stick — 21,42° 
grober als + 50%, ist 

die Abweichung bei . | 1 Stiick = 0,71 % 0 Stiick 9 Stack — 46,28 ° 


Fiir AgCl und Ag-EiweiB liegen also 80 bis 90% bei dem Mittelwert 


innerhalb einer Fehlergrenze von + 30°. Beim Ag-Metall ist die Abweichuny 


auch hier wieder gréBer, jedoch ist bei diesen bestrahlten Tieren zu be 
merken, daB simtliche Werte gleichmaBig liegen, d. h. der héchste Gehalt 
ist stets der an Ag-EiweiB, dann kommt AgCl und dann Ag-Metall. Dir 
Abweichung beim Ag-Metall riihrt also daher, daB bei fiinf Tieren det 


Metallgehalt erheblich niedriger liegt als der Mittelwert; siehe Tabelle I!. 


Kolumne 5 und 8. 
Fiir die mit der Quarzlampe bestrahlten Tiere (10 Stiick) betrage: 


die Mittel: 





Als Ag Cl | Als Ag-Eiweif Als Ag-Metall 
Mittel : 61,21 J, 25,02 0, 13,77 [o 
In ee Grenzen + 10 % | 55,09/67,33 22.52/27,52 12,39/15,15 
befindensich. . . . .| 8 Stick — 80% | 3 Stick — 30% 3 Stick — 30%, 
in den Grenzen +- 20 of, 48,97/73,45 20,02/30,02 11,01/16,53 
befinden sich. . . . .. 9 Stack — 99% 6 Stiick — 60% 4 Stiick — 40° 
in den Grenzen + 30 % 42.85/79,57 17,52/32,52 9,63/17,91 
befindensich. . . . . 9 Stick = 90% 8 Stiick = 80% | 5 Stick — 50°, 
groBer als + 50% ‘ist 
die Abweichung bei. 1 Stiick 10% 1 Stiiek 10% 0 Stiick 
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Fir Ag-Metall befinden sich hier die Halfte der Werte innerhalb einer 
Fehlergrenze von = 30%. Fiir AgCl und Ag-EiweiB befinden sich sogar 
wieder 80 bis 90% innerhalb dieser Fehlergrenze. Die Werte liegen auch 
hier wieder fast alle gleichsinnig bis auf das Tier Nr. 63a, bei dem die Ab 
weichung aber nur sehr gering ist. 


Vorliufige Ergebnisse. 

Wie wir aus den obigen Berechnungen ersehen, kénnen die so 
errechneten Mittelwerte als Ergebnisse unserer Arbeit angesehen werden 
und als Grundlage fiir eine theoretische Erérterung dienen. Man sieht 
iber auch gleichzeitig, daB die individuellen Verschiedenheiten so grob 
sind, daB nicht einmal 4 Stunden alte Tiere ein und desselben Wurfes 
quantitativ die gleichen Mengen eines Fremdkérpers zu bewaltigen 
vermégen. Es kann also bei biologischen Arbeiten nur bei Verarbeitung 
einer groBen Zahl von Tieren erwartet werden, allgemeinere Gesichts- 
punkte aufzufinden, worauf schon éfter hingewiesen wurde, was hier 
iber besonders klar zutage tritt. 

Stellen wir also die Mittel aus den Ergebnissen noch einmal zu- 
samen, so ergibt sich die Tabelle IV. 


Tabelle 1V. 





Behandlung der Tiere 9 Ag Cl 0), Ag-Eiweibi °/, Ag-Metall 
EA <5. 5> wig eters 54,08 28,62 17,30 
Mit Osramlampe bestrahlt . 27,33 57,16 15,51 
Mit Hg-Lampe bestrahlt . . 61,21 25,02 13,77 


Man ersieht aus dieser Tabelle, daB die Verteilung auf die drei 
Fraktionen im Gesamtorganismus des unbehandelten jungen Tieres 
sich so gestaltet, daB tiber die Halfte des eingespritzten Silbers als 
Silbersalz im Organismus verbleibt. Ein Drittel wird organisch ge- 
bunden, und der Rest von etwa 17°,, wird als Metall im Organismus 
abgelagert. Diese Verteilung wird durch eine Bestrahlung mit der 
Vitaluxlampe in Richtung zur starkeren organischen Bindung des 
eingespritzten Fremdkoérpers verandert. Mehr als die Halfte sind hier 
rganisch gebunden, d.h. 30°, mehr als beim unbestrahlten Tiere. 
Dementsprechend ist der Anteil des Silbersalzes gesunken, aber, wenn 
such nur gering, auch der Anteil des Metalls. Worauf dies letztere 
besonders zuriickzufiihren ist, muB vorliufig noch dahingestellt bleiben, 
msbesondere, ob infolge der Bestrahlung die Abscheidung des Silbers 
als solches von vornherein verhindert ist, oder ob ein Teil des metallischen 
Silbers von dem durch die Bestrahlung im Stoffwechsel verinderten 
rganismus wieder aufgelést und in organischer Form neu gebunden 
worden ist. Wir werden auf diese Frage in der naichsten Mitteilung 
buriickkommen. 
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Was nun die Bestrahlung mit der Quecksilberlampe anbetrifft, 
so ist hierdurch eine deutliche Verschiebung zugunsten des Silbersalzcs 
erfolgt unter Verminderung des organisch gebundenen und unter 
gleichzeitiger noch starkerer Verminderung des metallischen Anteils 
als bei der Vitaluxlampe. Wie diese Verschiebung gedeutet werden 
kann, muB ebenfalls noch dahingestellt bleiben. 


Auf die hier offen gebliebenen Fragen kommen wir in der 


nachsten Mitteilung zuriick, in welcher die an erwachsenen Ratten 
an den einzelnen Organen gemachten Untersuchungen behandelt 
werden sollen. 
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Studien zur fermentfreien Hydrierung von Methylenblau. 


Von 


Fritz Lieben und Erich Molnar. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat 
Wien.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1930.) 


In einer inhaltsreichen Abhandlung hat vor einiger Zeit Hasse! 
iiber die Reduktion von Methylenblau (M. B.) durch Aminosduren 
und zahlreiche andere Stoffe berichtet, wobei als bemerkenswertestes 
Resultat hervortrat, daB Glykokoll in seinem Reduktionsvermégen 
nicht nur alle anderen Aminoséuren, inklusive Cystein, bei weitem 
iibertreffen sollte, sondern darin auch Stoffen wie Acetaldehyd, Glucose 
und Resorcin tiberlegen ware. Wahrend Sarkosin véllig unwirksam 
ist, wies Kreatin ,,die unveranderte Reduktionsleistung des Glycins“ 
auf (totale Entfarbung in 10 Minuten); Hydrochinon, Adrenalin und 
Glucosamin wirken noch rascher als Glykokoll. Es handelt sich um 
fermentfreie Vorgiange. 

Diese sehr auffallenden Mitteilungen luden zu einer naheren Unter- 
suchung um so mehr ein, als eine fiir das Glykokoll spezifische Reaktion 
vielleicht die Basis einer Bestimmungsmethode dieser Aminoséure 
bieten konnte; auch war bei Untersuchung weiterer verwandter Stoffe 
daran zu denken, daB etwa zwischen Glycyl-Aminosauren- und Amino- 
siure-Glycinderivaten Unterschiede im Verhalten gegen M. B. auftreten 
wirden usf. Allerdings erwahnt Wieland? bei seiner Untersuchung iiber 
die Dehydrierung von Aminosiéuren eigens, daB (bei Anwesenheit 
von Palladiumschwarz oder Kohle als Katalysatoren) M. B. als Wasser- 
stoffakzeptor vollstandig versagt; er diskutiert auch die Griinde dieses 
Versagens und sucht sie unter anderem in der geringen Dehydrierungs- 


1 F. Hasse, diese Zeitschr. 98, 159, 1919. 

2 H. Wieland u. F. Bergel, Ann. 439, 196, 1924, siehe speziell 8. 207f.; 
siehe ferner 1’. Thunberg, Skand. Arch. 40, 1, 1920, der mit M. B., Zell- 
gewebe und Aminosduren nur bei Glutaminséiure und Alanin eine Ent- 
firbungswirkung angibt. 
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210 F. Lieben u. E. Molnar: 
warme der Aminosduren und andererseits der geringen Hydrierungs- 
energie des Farbstoffs. 


Die ersten Orientierungsversuche ergaben nun zu unserer Uber 
raschung, daB Glykokoll (Merck) in alkalischer Lésung Methylenblau 
durchaus nicht entfairbt, die blaue Lésung vielmehr eine Stunde lang 
vollig unverandert bleibt, wahrend bei ganz analoger Versuchsanordnung 
Glucose, Brenzkatechin und Hydrochinon rasch dehydriert werden. 


So wurde folgender Versuch unter genauer Einhaltung der Versuchs- 
anordnung von Hasse in offenen Eprouvetten, sowie in vollig gefiillten, 
luftdicht verschlossenen Flaschchen, ausgefihrt: 
a) 3cem 1 %iges Glykokoll + 3 ccm 10°%iges NaOH + 3 cem M. B. 
(1: 50000). 

b) 3. ,, 1°%oiges Alanin + 3cem 10°%iges NaOH + 3 ccm M. B. 
(1 : 50000). 

c) 3 ,,  1%iges Leucin + 3cem 10° iges NaOH -+- 3ccm M. B. 
(1 : 50000). 


Der Farbton saimtlicher Proben ging allmahlich von Blau ins Rosa 
Violette iiber, ein Unterschied zwischen den Aminosaéuren war nicht wali 
zunehmen. Auch bei mannigfacher Variation der Versuchsbedingungen 
(Anderung der Konzentration der Natronlauge und des M. B.) wurde eine 
dehydrierende Wirkung des M. B. auf Glykokoll niemals bemerkt. 


Allerdings ergab sich, daB die alkalischen Proben mit Glykokol! 
stets eine hellere Blaufarbung aufwiesen als analoge Kontrollen ohne 
Glykokoll. Dies zeigen die folgenden Versuche mit Verwendung von 
(dem 1°, igen Glykokoll aquivalenter) 0,53 °,, NaOH. 








II Ut 1V | Kontrollr 


a) m/2090 M.B. (= 1,88¢ in 


gee eee 5 5 5 5 5 

1%ig. Glykokoll. . . . y, 1 2 3 4 5 

05b8%ig NaOH. ... y 1 2 3 4 5 

2 a ae Pee 13 11 9 7 5 

b) m/2%0 M.B. . . a 5 5 5 5 5 

1% ig. Glykokoll . . i 1 2 3 4 5 

0,53 %ig. NaOH. z 1 1 1 1 1 

H,0 .. ee i 13 12 11 10 9 
ce) m/2000 M.B. . . 5 5 5 5 5 5 
1% ig. Glykokoll . J 1 2 8 4 5 0 
0,53 %ig. NaOH . ¥ 5 5 5 5 5 5 
Me os a BS ss 9 8 7 6 5 10 


Samtliche Proben standen in offenen Eprouvetten ; die Kolorimetric 
erfolgte nach Ablauf von mindestens 6 Stunden. In Versuch a) und !)) 
wiesen alle Proben im Dubosq-Kolorimeter dieselbe Farbe auf; in ©) 
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ergab sich von Probe I bis V ein Abfall der Farbstarke im Verhaltnis 
37,5: 30,5: 24,5: 21:20; die (glykokollfreie) Kontrollprobe verhielt 
sich in der Farbstairke zu V wie 38:20. Man ersieht aus c), daB die 
farbvertiefende Wirkung der Natronlauge durch steigende Glykokoll- 
zusitze in steigendem MaBe gehemmt wird!. In b) ist die zugesetzte 
Laugenmenge zu gering, um die Farbe merklich zu vertiefen, so daB 
auch der steigende Glykokollzusatz wirkungslos bleibt; in a) wurde 
Glykokoll und Lauge durchwegs in aquivalentem Verhiltnis zugesetzt, 
so daB sich die beiden Wirkungen gegenseitig aufhoben. Die Ver- 
tiefung der Farbe durch Lauge erfolgt auch im luftfrei verschlossenen 
Flaschchen. Wird nun in Versuch a) Glykokoll durch Alanin ersetzt, 
erfolgt der Farbabfall ganz analog: die Farbstirke der Kontrolle verhielt 
sich zu der analogen Probe V wie 40: 20. 

Es war naheliegend, in der beobachteten Wirkung der Amino- 
siuren lediglich eine unspezifische Pufferwirkung zu sehen, und der 
Versuch 14Bt diese Annahme zu. 





Kontrolle I II Il IV V 

| 

a) m/1000 M.B. (3,76 ¢ in 
ST eee ea 1 1 i a 1 1 
nil Giykokoll. .... » 0 1 2 3 4 i) 
One BOON wos ce 2 2 2 2 2 2 
Me a ates ey eee? 7 6 5 4 3 2 


Nach 21 Stunden in offenen Eprouvetten gab die Kolorimetrie (ent- 
sprechend obigem Versuch c) von der Kontrollprobe iiber I bis V einen 
Abjfall der Farbstarke im Verhaltnis 23 : 22: 20:18: 15,5: 10. 


Es wurde nun das Glykokoll durch eine Puffermischung ersetzt, 
so zwar, daB die Mischung: Glykokoll + NaOH das gleiche px in den 
einzelnen einander entsprechenden Proben aufwies wie die Mischung 
Puffer + NaOH. Das px bewegte sich von 10 mit steigendem Glykokoll- 
bzw. Puffergehalt bis etwa 9,5. Der Puffer bestand aus n/10 NH, 
+ n/10 NH,Cl (s. Oppenheimer, Die Fermente 3, 613f.). 





Kontrolle I II Ill IV Vv 
b) m/1000 M.B. . . eem | 1 1 1 1 l 1 
~“} ee 0 1 1 1 1 1 | Pufter- 
n/lO NH,Cl . é 0 1,5 2,0 2.5 8,0  3,5{ mischung 
n/l0 NaOH . ‘ 2 2 2 2 2 2 
H, 0 : 7 45 40 35 | 30 | 25 


1 Uber die Wirkung der Lauge auf Methylenblau vgl. A. Bernthsen 
A. 230, 73, 1885; speziell S. 144f. u. 169f. 
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Die Kolorimetrie nach 21 Stunden ergab von Kontrolle iiber I bis \ 
einen Farbabfall im Verhaltnis 22: 20,5: 20:19:18:10. Da wir die 
pu-Werte nach der Indikatorenmethode nur approximativ einstellten, 
war vollkommene Ubereinstimmung zwischen a) und b) nicht zu er- 
warten; jedenfalls zeigt der Versuch, daB die hemmende Wirkung der 
Aminosduren gegeniiber der Laugenwirkung auf M.B. durch einen 
anorganischen Puffer ersetzt werden kann. MHierdurch kann aber 
natiirlich nicht ausgeschlossen werden, daB die Aminoséuren auch 
mit M. B. irgendwie reagieren. Im AnschluB an das Glykokoll wurde 
das Verhalten von Betain, Glycinanhydrid und Alanylalanin untersucht 
und alle drei Stoffe als wirkungslos befunden: Die im luftfrei ver- 
schlossenen Flaschchen in alkalischer Lésung untersuchten Substanzen 
unterschieden sich nicht von der Kontrollprobe; d.h. sie blieben zu- 
naichst blau, wurden nach etwa 11/, Stunden allmahlich rotviolett und 
setzten nach mehreren Stunden einen braunroten Niederschlag ab. 


Il. 


Hasses Befund, daB Kreatin ein Reduktionsvermégen auf M. B. 
ausiibt, nicht aber Guanidin, konnten wir bestatigen. Das wachsende 
Interesse und die ausgedehnte Anwendung, die Methylenblau zurzeit 
in biologischen Versuchen findet, veranlaBte uns, eine Reihe verwandter 
Harnstoff- und Guanidinderivate auf ihr Reduktionsvermégen gegen- 
iiber diesem Farbstoff zu untersuchen. Die im folgenden angefiihrten 
Versuche haben qualitativen Charakter. Es wurden, wenn nicht anders 
angegeben, Lésungen der Substanzen, die einer 0,2 °,igen Harnstoff- 
bzw. einer 0,5°,igen Kreatinlésung aquimolar sind, hergestellt; zu 
je 3ccm einer solchen Lésung wurden 3ccm NaOH, 10°,ig3, und 
3ccm M. B. m/2000 (0,188 g im Liter) zugesetzt; mit diesen Lésungs- 
gemischen wurde dann sofort ein Flischchen von etwa 6 ccm Fassungs- 
raum luftfrei angefillt und luftdicht verschlossen. Ein kolorimetrischer 
Vergleich der einzelnen Proben war nur in einzelnen Fallen auszufihren, 
da sehr verschiedene Farbténe auftraten. Dies erklart sich zum Teil 
aus der Einwirkung der Lauge auf M. B., die bekanntlich iiber Dunke!- 
blau zu violetter Farbe fiihrt unter schlieBlicher Bildung eines braun- 
roten Niederschlags. Tritt nun der Beginn der Reduktion nicht rasch 
ein (etwa im Verlauf einer Viertelstunde), so macht sich bei einigen 
Substanzen die Alkaliwirkung schon allmahlich geltend, und man 
vermag dann nur mehr zu sagen, ob die Reaktion sich von dem zeit- 
lichen Verlauf bei den Kontrollproben (wo die 3ccm Substanzlésung 
beim Ansatz durch 3ccm H,O ersetzt waren, s. oben) unterscheidet 

1 Die in Wasser ungeniigend léslichen Stoffe lésten sich nach Zusatz 
der Lauge. 
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oder nicht. Die Kontrollproben verfarben sich, wie schon erwahnt, im 
Verlauf von etwa 11/, Stunden ins Violette und setzen nach mehreren 
Stunden den braunroten Niederschlag ab. 

Diese Verfairbung und Niederschlagsbildung JéBt sich natiirlich ver- 
meiden, wenn man eine verdiinntere (z. B. n/10 Natronlauge verwendet. 
Doch haéngt auch das Tempo der Reduktion selbst von der OH’-Konzentration 
ab, so daB, wie Versuche mit n/10 NaOH zeigten, die Zeit bis zum Eintreten 
der Reduktionswirkung in den einzelnen Proben derart verlangert ist, daB 
das Erkennen einer schwdcheren Reduktionswirkung (wie beim Kreatin) 
dadurch praktisch vereitelt wird. Wir blieben also in der Folge in allen 
Fallen bei der (auch von Hasse gebrauchten) 10 °oigen Natronlauge. 

In der Tabelle sind zuerst die Substanzen mit deutlicher Reduktions- 
wirkung angefiihrt, welche der Alkaliwirkung auf M. B. derart vorangeht, 
daB es zu einer violetten Verfirbung gar nicht kommt; die Proben 
werden allmihlich farblos. Es folgen die Stoffe, bei denen die Reduktion 
so weit verzégert ist, daB die Reduktions- und die Alkaliwirkung in 
Konkurrenz treten; die Proben unterscheiden sich dann anfangs mehr 
oder minder deutlich von der Kontrollprobe, werden ihr aber schlieBlich 
vollig ahnlich (Nr. 10 bis 14). Zuletzt finden wir die Substanzen, die 
in ihrem Verhalten der Kontrolle genau parallel gehen oder stabilere 
Farben (Nr. 20 bis 22) aufweisen als diese. 

Aus dem vorliegenden Material kann eine allgemeine Regel fiir 
die Hydrierung von M. B. durch Harnstoff- bzw. Guanidinderivate 
nicht abgeleitet werden; wohl aber lassen sich einige RegelmaBigkeiten 
erkennen: 

1. Treten zu den charakteristischen Gruppen 


—NH.C.NH— 

—NHCONH— baw. ' 
NH 
weitere CO-Gruppen, so wirken sie /férdernd auf die Reduktions- 
wirkung, wahrend CH,-Gruppen zu hemmen scheinen. Harnstoff 
und Guanidin selbst sind unwirksam, auch die Gruppen 
—CO—NH-— (Polypeptidbindung), —CO—NH—CO— geniigen nicht, 
um Reduktionswirkung hervorzurufen. 

2. Bei Offnung des Ringes wird die Reduktionswirkung ab- 
geschwacht oder annulliert. 

3. Die Guanidinderivate sind den entsprechenden Harnstoff- 
derivaten an Reduktionswirksamkeit iiberlegen. 

Zul. Die férdernde Wirkung der CO-Gruppen illustriert die in 
ihrer Reduktionswirkung abfallende Reihe: Alloxan (Alloxantin, 
Dialurséure) > Parabanséure > Allantoin > Hydantoin. 


Zu 2. Effekt der Ringéffnung: Hydantoin — Hydantoinsiéure 
(negativ); Kreatinin > Kreatin. 
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Zu 3. Uberlegenheit der Guanidinderivate: Kreatin (auch Glyko- 
cyamin) > Hydantoinsiure; Kreatinin > Hydantoin; Dicyandiamidin 
> Biuret. Dem Dicyandiamidin (Nr. 11) wieder muBte nach unsere: 
Annahme das Diguanid (wo beide O-Atome durch —N H— ersetzt sind): 
NH,.C.NH.C.NH, 
|| 
NH NH 
vorangehen. Dies ist nach Orientierungsversuchen an einem (nicht 
ganz reinem) Praparat auch deutlich der Fall. Cyanursdure, in alkali- 
scher Lésung nach Hantzsch: 
N—C(OH) 
C(OH) N, 
“>NH—CO 
wirkt erwartungsgemiB reduzierend (Nr. 10); das etwas langsame 
Tempo mag mit den Umlagerungen zusammenhingen; Cyanat (Nr. 19) 
ist negativ; bei dem Diketopiperazin 
_CO—NH 
: Sco 
~NH— CH, 


\ 


CI 


(Glycinanhydrid s. oben unter 1) ist nach obigem eine Reduktions- 
wirkung nicht zu erwarten; es kénnen die CH,-Gruppen hemmen: 
das letztere mag auch beim Arginin (Nr. 18) gelten?. 

Auffallend und interessant ist das Verhalten der Barbitursdure 
(Nr. 21). Hier bleibt die blaue Farbe bestehen, doch ist sie heller als 
die der Kontrolle, und es tritt durch 48 Stunden ein Niederschlag nicht 
auf. Dieses Verhalten erinnert stark an das der Aminosduren (siehe 
oben) und es wire auch hier an eine puffernde Wirkung der Barbitur- 
séure oder an eine Reaktion zwischen Barbiturséure und M. B., die 
den anderen Reaktionen zeitlich vorangeht, zu denken. An dieser 
Reaktion ist die CH,-Gruppe jedenfalls irgendwie beteiligt®, denn 
beim Veronal (Nr. 22) finden wir keine Aufhellung der Farbe, dieselbe 
bleibt zwar langer erhalten als bei der Kontrolle, doch folgt auch hier 
schlieBlich Verfarbung und Abscheidung. Wir sehen also beim Veronal 
eine ausgesprochene negative Reaktion (etwa hemmende Wirkung der 
C,H,-Gruppen?), bei der Barbitursiure aber eine Reaktion anderer 
Art. Uber den Ersatz von Sauerstoff durch Schwefel kénnen wir mangels 
geeigneten Materials nichts aussagen; Sulfhydantoin (Nr. 4) wirkt 
genau wie Hydantoin (Nr. 3). 


1 Hasse nimmt an, da8 Arginin unwirksam sein diirfte. 
? Eine hemmende Wirkung dieser CH,-Gruppe kann nicht allein aus 
schlaggebend sein, da ja das Hydantoin (Nr. 3) deutlich reduziert. 
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Zusammenfassung. 


1. Hasses Befund, daB Glykokoll zum Unterschied von allen 
anderen Aminosduren Methylenblau reduziert, konnte nicht bestatigt 
werden. 

2. Es ergab sich, daB Glykokoll, ebenso wie auch Alanin, die 
farbvertiefende Wirkung der (verdiinnten) Natronlauge auf Methylen- 
blau hemmt, so daB stabile hellblaue Lésungen entstehen. Dieser 
Effekt 1aBt sich durch einen anorganischen Puffer nachahmen, es diirfte 
sich also auch bei den Aminosauren lediglich um eine Pufferwirkung 
handeln, doch kann das Vorhandensein einer direkten Reaktion zwischen 
M. B. und Aminosauren nicht ausgeschlossen werden. 

3. Vom Kreatin ausgehend wurde eine Anzahl Harnstoff- und 
Guanidinderivate qualitativ bei LuftabschluB auf ihr Hydrierungs- 
vermégen gegeniiber M. B. untersucht. Die Ergebnisse sind aus der 
Tabelle zu entnehmen. Wir finden dort der Reihe nach solche mit 
deutlicher Reduktionswirkung, die die ins Violette verfairbende Alkali- 
wirkung auf M. B. nicht zum Vorschein kommen laBt, so daB die Proben 
schlieBlich farblos werden; solche mit schwacherer Wirksamkeit, bei 
denen beide Effekte in Konkurrenz treten, wo die Verfirbung und 
Niederschlagsbildung aber der bei einer Kontrollprobe auftretenden 
merklich vorangeht; schlieBlich solche, die in ihrem Verhalten der 
Kontrolle genau parallel gehen oder sogar eine stabilere Farbe auf- 
weisen als die letztere. 

4. Es werden die Ergebnisse der Tabelle diskutiert und dabei 
hervorgehoben, daB die Reduktionswirksamkeit durch CO-Gruppen 
geférdert, durch CH,-Gruppen offenbar gehemmt wird; da8 zyklische 
Stoffe rascher reduzieren als die entsprechenden Stoffe nach Ring- 
éffnung und da Guanidinderivate in dem Reduktionsvermégen analog 
gebauten Harnstoffderivaten iiberlegen sind. 














Uber die lebensrettende Wirkung von Pflanzenteilen und daraus 
isolierten Siften bei der tédlich verlaufenden, subakuten 
Uranvergiftung. 


Von 
Georg Eisner. 
{Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Januar 1931.) 


Bei der Analyse der von Pohl! zuerst beschriebenen experimentellen 
subakuten Uranvergiftung beobachtete Bartfeld? im biochemischen 
Laboratorium des Krankenhauses Moabit, daB der Ablauf der Er- 
krankung in iiberraschender Weise von der Ernahrung abhangig ist 
Bartfeld hat diese Beobachtung bei seinen auf andere Fragen gerichteten 
Versuchen nebenbei gemacht und sie nur kurz erwahnt. Ich bin diesem 
Punkt weiter nachgegangen und habe dabei bestimmte Ergebnis 
feststellen kénnen. 


Wahrend die akute experimentelle Uranvergiftung am ersten bis 
zweiten Tage schwere Nephritis mit Albuminurie, Cylindrurie und ein 
etwa am zweiten Tage auftretende voriibergehende Glykosurie bewirkt 
und in etwa 5 Tagen unter Anurie zum Tode fiihrt, fand Pohl bei Ver 
giftung mit kleinsten Urandosen (0,35 mg Uranylnitrat) bei Kaninche: 
ein davon abweichendes Krankheitsbild: etwa 2 bis 3 Tage nach der sub- 
kutanen Einverleibung des Urans tritt Albumen im Urin auf, dessen Meng: 
in den folgenden Tagen auf 6 bis 8°/,, und mehr ansteigt; dabei stark: 
Cylindrurie. Etwa 5 bis 6 Tage nach der Vergiftung tritt eine Polyur 
auf. Pohl stellte vermehrte Stickstoff- und Kochsalzausscheidung fest 
Die Tiere fressen bereits kurz nach dem Vergiftungsbeginn schlechter. 
horen allmahlich auf, Nahrung zu nehmen, und gehen nach 10 bis 18 Tagen. 
manchmal auch erst spater, unter Bestehenbleiben der Polyurie und rapiden 
Gewichtssturz zugrunde. 


Pohl hat seine Tiere ausschlieBlich mit Hafer und Wasser ge- 
fiittert. Nachuntersucher, insbesondere auch die im Moabiter Labora- 


1 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 67, 233ff., 1912. 
2 Diese Zeitschr. 129, 534 ff., 1922. 
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torium (M. Jacoby) arbeitenden Diinner!, Diinner und Siegfried®, Bartfeld 
konnten denselben Vergiftungsverlauf feststellen, Diinner und Siegfried 
ebenfalls bei Hafer- und Wasserkost, Bartfeld unter Hafer, Wasser 
und Riiben, eine Ernahrung, die auch Baehr® zu seinen pathologisch- 
anatomischen Studien verwendete. 


Da die Uranvergiftung regelmaBig zu Nierenstérungen fihrte, 
die pathologisch-anatomisch verschieden bewertet werden, ist vielfach 
erértert worden, ob und inwieweit die Vergiftungserscheinungen direkt 
oder indirekt auf St6rungen der Nierenfunktion zuriickzufiihren sind, 
ob also der Tod durch die Nierenschaidigung allein zu erklaren ist, oder 
ob, wie Pohl schon annahm, ein pathologisch gesteigerter Stoffwechsel, 
verbunden mit dem Hungerzustand, die Konsumption der Tiere bedingt. 
Als Bartfeld die Kaninchen mit Hafer und Riiben fiitterte, beobachtete 
er, daB die Tiere nach der Uranvergiftung den Hafer sehr bald ablehnten, 
Riiben aber bis zuletzt gierig fraBen, ohne daB der Tod allerdings ver- 
mieden wurde. Einem Tier gab er nun am zehnten Tage nach der 
Vergiftung, als es bereits 640 g abgenommen hatte, und schon sehr 
schwach war, so daB es sich kaum noch aufrecht halten konnte und der 
Tod bald zu erwarten war, Griinfutter und WeiBbrot in unbeschrankter 
Menge. Der Erfolg war iiberraschend. Zunachst fraB das Tier nur wenig. 
Bald aber erholte es sich zusehends von Stunde zu Stunde. Es nahm 
schnell an Gewicht zu und holte in wenigen Tagen den groBen Gewichts- 
verlust wieder ein. Das Tier blieb leben und gesundete. Diese vereinzelte 
Beobachtung Bartfelds, die damals nicht weiter verfolgt wurde, habe 
ich nun in systematischer Weise fortgefiihrt. Uber die dabei erhaltenen 
Ergebnisse soll hier berichtet werden. 


Es wurden ausschlieBlich Kaninchen zu den Versuchen verwendet. 
Als Grundlage fiir die Beurteilung des Einflusses einer Nahrungszulage 
auf den Verlauf der subakuten Uranvergiftung ist die Feststellung 
anzusehen, daB bei ausschlieBlicher Ernahrung mit Hafer und Wasser 
der Tod der Versuchstiere eintritt. Bei Pohl sind die fiinf so gefiitterten 
Tiere simtlich gestorben, Diinner fiihrt ebenfalls fiinf derartige Versuche 
an. Eine Ausnahme ist bei keinem Tiere festzustellen gewesen. Dieser 
Reihe kénnen noch sechs weitere Versuche Diinners mit tédlichem 
Ausgang angefiigt werden, bei denen die Tiere aus besonderen Griinden 
Kochsalz- und Calciumzulagen erhielten. Ich selbst habe noch einige 
weitere Tiere unter Hafer-Wasserkost vergiftet. Zunachst vier frische 
id. hh. vorher nicht benutzte) Tiere. 


! Zeitschr. f. klin. Med. 81, 1915. 
? Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 21, H. 3. 
% Deutsch Arch. f. klin. Med. 109, 417, 1913. 
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Tabelle I. 


Den Tieren wurde als Futter 100g Hafer und 200 g Wasser vorgelegi 
Vergiftung mit 0,35 mg Uranylnitrat. 








Tier Anfangs- End- Vergiftungs- 


gewicht gewicht ergebnis Bemerkungen 
















2380 1680 tot nach 10 Tagen 
3 2570 1960 tot nach 12 Tagen 
12 8010 2460 | such © Wodhen | Siraee shetes Krank- 
€ € va y F 1éitsbild m.vorubergehe: 
13 3100 2660 | noch am Leben der ahecmaveurwela 


rung. Tiere fraBen dar 
wieder und erholten six 
Nierenerkrankung bis z 
letzt nicht geschwund 


Zwei Tiere starben in der zweiten Woche, zwei Tiere blieben trotz 


unausgeheilter Nierenerkrankung am Leben. Es ist zu bemerken, 


daB es sich um besonders schwere und kraftige Tiere gehandelt hat. 
Das Gewicht der Tiere bei Pohl und Dinner betrug nur ungefahr 2000 ¢ 
oder weniger bei Beginn der Beobachtung, das meiner am Leben ge- 
bliebenen Tiere iiber 3000 g. Wahrscheinlich ist die Widerstandskraft 
der schweren Tiere an sich gréBer gewesen, die Giftdosis fiir diese 
schweren Tiere aber zu gering. Das Vergiftungsbild war bei allen Tieren 
das oben beschriebene typische Bild der subakuten Uranvergiftung 
mit den bekannten Nierenerscheinungen, der voriibergehenden Glyko- 
surie, der Polyurie und Abnahme der FreBlust. Nachdem die Tiere 
Nr. 12 und 13 einige Tage gehungert hatten, fingen sie wieder an, zu 
fressen, zunichst wenig, 10 g Hafer, spiter mehr, und sie holten den 
Gewichtsverlust teilweise wieder auf. Die Albuminurie und Cylindrurie 
blieb allerdings bis zum SchluB der Beobachtung bestehen. 


. Wahrend also nach den der Literatur entnommenen Protokollen 
eine klare Sachlage vorliegt, kann ich mit meinen Versuchen an Hafer- 
tieren nicht so eindeutige Befunde beisteuern, wenn auch die besonders 
schweren Tiere als nicht véllig vergleichbar anzusehen sind. Die weniger 
schweren Tiere ‘starben jedenfalls in der beschriebenen Weise und 
Zeitspanne. Unter Verwendung der von Pohl und Diinner entlehnten 
Versuche starben von 20 Tieren 18. 


Erganzt wird das Ergebnis der Versuche an frischen Hafertieren 
durch sechs weitere Versuche an Tieren, die bereits unter anderer 
Fiitterungsart Uranvergiftungen iiberstanden hatten. Wenn auch die 
Méglichkeit einer Gewéhnung durch wiederholte Uranvergiftungen 
besteht, so zeigen meine Versuche doch, daB bei Hafer- und Wasserkost 
solche mehrfachen Vergiftungen unterzogenen Tiere leichter sterben 
als bei andersartiger Fiitterung. 
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Tabelle Il. 


Den Tieren wurde als Futter 100g Hafer und 200g Wasser vorgelegt. 
Vergiftung mit 0,35 mg Uranylnitrat. 





Tier Nr. der Anfangs- End- ae ad s , : 
Nr. Vergiftung | gewicht gewicht Vergiftungsergebnis | Bemerkungen 
1 4 2100 1300 tot nach 15 Tagen Vorher 3 Vergiftungen 


unter Riibenzulage 

tiberstanden. Dabei 
jedesmal typ. Krank- 
heitsbild (s. u.) 


4 | 8 2690 2340 lebt nach 20 Tagen, | 7malige Vergiftung unt. 


, . oa verschieden. Zusitzen 
Krankheitausgeheilt tiberstanden. Jedes- 


mal typ. Krankheits- 
| bild (s. u.) 
- 7 3 3130 1800 tot nach 32 Tagen | Schweres Tier! Keine 
Glykosurie. Sonst typ. 
Krankheitsbild. Vor- 
her 2 Vergiftungen 
unter Zusitzen tiber- 


H standen 
8 | 2 2840 2450 lebt nach 28 Tagen, 1. vonang a a 
} 2 zulage tberstanden 
; fast gesund is. 8} 
3 2590 2350 nach 20 Tagen 
gesund 
10 2 2420 2010 tot nach 28 Tagen | 1. Vergiftung unter Saft- 
zulage _—itiberstanden 
(s. U.) 
ce. I 2 2570 2450 nach 35 Tagen 1. Vergiftung unter Saft- 
zulage iiberstanden 
gesund Pay 


Es starben von sechs Tieren drei, wahrend drei andere am Leben 
blieben, wovon eins bereits sieben Vergiftungen unter verschiedenen 
Ernahrungsformen durchgemacht hatte. Durch diese Feststellung, 
daB drei Tiere unter Hafer- und Wasserkost am Leben blieben, wird 
allerdings auch das Ergebnis der mit Zulagen ernahrten, wiederholt 
vergifteten Tiere beeintraichtigt. Der Verlauf der Erkrankung war 
auch bei diesen Tieren immer gleich dem von Pohl beschriebenen. Nur 
einmal blieb die transitorische Glykosurie aus. Die am Leben ge- 
bliebenen Tiere begannen nach einigen Hungertagen wieder zu fressen, 
erholten sich allmahlich und nahmen an Gewicht zu. Meist blieb eine 
geringe Albuminurie bis zum SchluB der Beobachtung bestehen. 

Es ist somit festzustellen: frisch in den Versuch gestellte Tiere 
sterben fast regelmaifig, wenn sie nur mit Hafer und Wasser! gefiittert 
werden, an der Uranvergiftung mit kleinsten Dosen. Werden diese 
Versuche an bereits mehrfach vergifteten Tieren angestellt, so sterben 
die Tiere nicht regelmaBig. Offenbar wird durch wiederholte Ver- 
giftung ein Schutz gegen diese erreicht. Immerhin ging die Halfte der 
Tiere auch zugrunde. 

 Selbstverstandlich war im weiten Umfange fiir die in Frage kommen- 


den Versuche die Hafer-Wasserkost durchaus zureichend, wiahrend sie 
natiirlich als Dauerkost fiir Kaninchen nicht in Betracht kommt. 
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Ganz im Gegensatz dazu steht das Ergebnis der Versuche an Tieren, 


ist diesen Zulageversuchen, daB die Kaninchen neben der Hafer- und 
Wasserration Grinfutter (bzw. Riiben) oder daraus hergestellte Pri- 
parate erhielten. 

ae} Tabelle I11. 

Zulage von Riiben oder Griinfutter zu 100 g Hafer. Vergiftung mit 0,35 my 
Uranylnitrat. 








Tier Nr. der Anfangs- End- Vergiftungs- 


Nr. Vergiftung Zulage gewicht gewicht ergebnis Bemerkungen 











1 1 Riiben nach 2560 2390 = n. 21 Tagen 
Belieben gesund Pr ey 
1 2 dasselbe 2310 2270 ~=—s n. 15 Tagen der 4. Vergiftuny 
gesund ape Hafer und 
1 3 ~ 2180 1800 n. 11 Tagen | Re 
fast gesund 
4 1 Blumenkohl 2420 2450 =n. 13 Tagen 
u. Griinfutter gesund 
n. Belieben 
4 2 Blumenkohl- | 2390 2540 =n. 10 Tagen 
blattstrinke gesund 


n. Belieben 


Wie wir aus der Tabelle III ersehen, haben die Tiere bei den ersten 
Vergiftungen ebenso wie bei den Wiederholungen die Schadigung 
iiberwunden und sind nicht nur am Leben geblieben, sondern zeigten 
am SchluB der Beobachtung keine Zeichen der Erkrankung mehr. 
die ebenso wie bei allen subakuten Uranvergiftungen mit all den be- 
ah kannten Symptomen verlief. Wahrend der Erkrankung nahmen dic 
k } Tiere infolge der verminderten FreBlust erheblich an Gewicht ab. 
holten aber diesen Verlust wieder ein. 

Bei diesen Versuchen mit Futterzulage konnte die Gemiisegabe 
sowohl quantitativ als Nahrmaterial in Betracht kommen; es konnte 
sich aber auch auBerdem um spezifische Stoffe handeln, welche die Tiere 
die Vergiftung iiberwinden lieB. Die FreBlust wurde nur wenige Tage 
unterbrochen und auch nie so vollkommen wie bei den Hafertieren. 
; so daB dadurch die Tiere vor dem Hungertode geschiitzt wurden. 

A DaB die Zulage nicht einfach als Ernahrungsmaterial bewertet 
werden darf, sondern eine spezifische Bedeutung haben muB, geht aus 
den weiteren Versuchen hervor, bei denen Extrakte aus Blumenkol!- 
striinken neben dem Hafer verabreicht wurden, wobei teilweise clic 
Zulage nur verschwindend wenig Nahrmaterial ausmachte. Dab’ 
ist noch zu beachten, daB von den vorgelegten Mengen in der Rege! 














t die Zulagen zu dieser Hafer-Wasserfiitterung erhielten. Hier star! 
nicht ein einziges Tier an der Vergiftung, soweit nicht, wie in zwei 
' Fallen, zu geringe Mengen Zusatzstoffe gegeben wurden. Gemeinsam 
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nur ein Teil gnommen wurde ; besonders wurde wahrend der Erkrankung 
oft eine betrachtliche Menge der angebotenen Futter- und Fliissigkeits- 
mengen zuriickgelassen. Schon eine verhaltnismaBig sehr geringe Menge 
konnte die lebensrettende Wirkung hervorrufen. Offenbar handelt 
es sich um Spurenwirkung, die am ehesten in ihrer GréBenordnung 
mit der quantitativen Wirkung von Vitaminen zu vergleichen ware. 
Die Extrakte wurden ausschlieBlich aus den vom Griin befreiten 
Blumenkohlblattstriinken hergestellt. Dieses Material wird von Kanin- 
chen gern genommen und steht das ganze Jahr zur Verfiigung. An 
sich war die Wahl des Ausgangsmaterials ganz willkiirlich. Es wurden 
folgende Praparate hergestellt: 1. PreBsaft, 2. gekochter und filtrierter 
PreBsaft, 3. mit Alkohol extrahierter Saft, und zwar sowohl der im 
Soxhlet getrennte alkohollésliche wie auch der wasserlésliche Teil. 


Die Herstellung des PreBsaftes aus Blumenkohlstriinken war folgende: 
die Blattstriinke wurden, nachdem sie von allem Griin befreit worden waren, 
gewogen und dann mit dem Wiegemesser ganz fein zerkleinert. Der Brei 
wurde nun in einer Presse ausgedriickt und der gewonnene Saft verwendet. 
Die Mengen, auf Ausgangsmaterial bezogen, schwankten nach Jahreszahl! 
und Qualitét. Von 1 kg erhielt ich bisweilen 600 cem Saft, zu anderen 
Zeiten nur 400 bis 500 cem. Abgemessene Mengen hiervon wurden den 
Tieren vorgesetzt, meist mit Wasser auf 200 ccm aufgefiillt. 

Der gekochte PreBsaft wurde zubereitet, indem der frisch erhaltene 
Extrakt aufgekocht wurde, wobei sich Flocken absonderten. Nach Filtration 
erhielt ich einen gelb-griinlichen klaren Saft. Dieser hielt sich, kalt auf- 
bewahrt, 2 bis 3 Wochen, ohne sich zu verandern. 

Zur weiteren Isolierung der wirksamen Stoffe wurde ein Alkohol- 
extrakt aus den Blumenkohlstriinken bereitet. Die mit dem Wiegemesser 
sehr fein zerschnittenen Striinke wurden mit Quarzsand zur weiteren 
AufschlieBung zerrieben. Dann wurde der Brei in einen groBen Glaskolben 
gefiillt, etwa halb voll, mit 90° igem Alkohol iibergossen und eine Stunde 
inter Verwendung einer RiickfluBkiihlung gekocht. Danach wurde die 
Fliissigkeit, die aus dem Saft der Striinke + Alkohol bestand, méglichst 
juantitativ abgenommen, zum Teil abgesaugt, zum Teil ausgepreBt. Dieser 
ilkkoholische Saft wurde eingeengt bis zu einer dicksirupésen Konsistenz. 
Diese Masse roch und schmeckte sehr angenehm wie eine konzentrierte 
Suppenwiirze und war von dunkelbrauner Farbe. Der zaihe Brei wurde 
nun in eine Soxhlethiilse gefiillt und griindlich mit absolutem Alkohol 
extrahiert. So erhielt ich eine alkohollésliche Fraktion und eine nicht in 
Alkohol iibergehende Fraktion. Die letztere war nach der Verarbeitung 
iemlich fest, lieB sich aber in heiBem Wasser lésen. Die Hiilse mit Inhalt 
wurde in eine Porzellanschale getan, zerkleinert und mit kochendem Wasser 
begossen, bis alles Material von dem Papier der Hiilse entfernt war. Die 
nunmehr dunkelbraune Fliissigkeit wurde noch einmal filtriert. Der so 
erhaltene Saft wurde auf die Menge des Ausgangsmaterials berechnet. 
Die alkohollésliche Portion wurde in einer Schale eingetrocknet. Der 
Riickstand ebenfalls in Wasser aufgenommen und dann verwendet. 


Die Verarbeitung der Striinke in der beschriebenen Weise sollte 
ein erster Tastversuch sein, die wirksamen Teile der Gemiise zu isolieren- 
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Tabelle IV. 


Zulage von Saéften. Den Tieren wurde 100 g Hafer vorgelegt. Vergiftuny 


mit 0,35 mg Uranylnitrat. Die Fliissigkeitsmenge wurde durch Wasser- 
zugabe zu den Saften auf 200 ccm aufgefiillt. 





Bemerkungen 
By knew 
| 
| 


ps ‘ . 
Tier | Verait. | ‘ Anfangs-| End- Vergiftungs- || 
Nr | coum gewicht gewicht ergebnis 
we? Oe | Renest! Shi irene) Wears kore 





4 3 | 130ccm Kochsaft | 2560 | 2600 | Nach 12 Tag. | 
= 209g Aus- |  gesund 
gangsmaterial i 

| 80cem Kochsaft 2630 2510 | Nach 10 Tag. 
| == 120g Aus- gesund pische 
gangsmaterial Erkrankung 
35 cem wasser- 2630 2600 | Nach 20 Tag. || 
| lésl. Anteil nach | gut erholt. | 
Alkoholbehandl. | Noch wenige || 
| 





= 190 g Aus- Zylinder 
| gangsmaterial 
| 20 ecem alkohol- 2380 | Nach 16 Tag. || Diesmal keine 
lésl. Anteil nach gut erholt. | ene A ue Al- 
Alkoholbehandl. | Noch etwas | 
| Albumen 
10 ccm Kochsaft 2640 | Nach 14 Tag. | Wieder typisches 
= etwa lig bis auf Spuren | Krankheitsbild 
Ausgangsmater. | Alb. gesund || 
, 200 cem Prebsaft 2800 Nach 14 Tag. Dasselbe 
| == 250 g Aus- gesund 
| gangsmaterial 
| 180 cem Kochsaft | | Nach 12 Tag.|. .» .. Bei der 
= etwa 200 ¢ gut erholt | retinas te 
' Ausgangsmater. Spur Albumen 
' 80 ecm Kochsaft | Nach 14 Tag. Typisehes Krank- 
= etwa 45 ¢ gesund heitsbild 
Ausgangsmater. | 
| 835 cem wasser- | 2 Nach 12 Tag. | Tier nicht krank 
| Jésl. Anteil nach gesund geworden 
| Alkoholbehandl. | | 
= etwa 19) ¢g 
Ausgangsmater. 
| 15 ecm wasser- Am 14. Tage | Typisches Krank- 
| Jésl. Anteil nach tot | heitsbild 
Alkoholbehbandl. 
alt. Herstellung 
unsicher 
45 ccm waissriger Nach 16 Tag. | Dasselbe 
| Anteil nach Al- gesund 
| koholbehandlung 
| == 239g Aus- © 
gangsmaterial | 
| 10 cem Kochsaft | 2000 | Nach 10 Tag. | Offenbar zu wenig 
tot Saft zugelegt 
50 2430 = 12 Tag. Typ-Krankheits)ild 
50 ‘ 2400 | fast gesund * 
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Es geht aus dieser Zusammenstellung klar hervor, daB alle Tiere, 
die neben der Hafer-Wasserkost ausreichende Mengen Zusatzstoffe 
erhalten haben, trotz der Uranvergiftung und trotz des fast stets auf- 
tretenden bekannten schweren Krankheitsbildes am Leben erhalten 
werden konnten!. Von neun Tieren blieben sieben am Leben, nur zwei 
Tiere (Nr. 7 und 9) sind gestorben. Tier Nr. 7 hatte einen 3 Monate 
alten Extrakt erhalten, dessen Herstellung noch unsicher war, Tier Nr. 9 
hatte nur 10 ccm eines Kochsaftes erhalten, offenbar eine zu geringe 
Menge. Mit 30ccm des gleichen Saftes blieb Tier Nr. 6 am Leben. 
Es ist also zur Rettung der Tiere eine quantitativ und qualitativ zu- 
reichende Menge erforderlich. Dies sollte ja gerade durch Abstufung 
der Mengen festgestellt werden. Die zwei Todesfille bedeuten somit 
keine Einschrankung des Resultats, vielmehr ist das Ergebnis beweisend 
einerseits dafiir, daB Tiere mit zu geringen Mengen Zusatzstoffen sich 
wie Tiere verhalten, die ausschlieBlich Hafer und Wasser erhalten 
hatten, also sterben, daB andererseits bei geniigender Zulage die Tiere 
mit Sicherheit vor dem Tode zu retten sind. Die Wiederholungsversuche 
(mehrfache Vergiftungen der Tiere) sind als Erginzung wertvoll, wenn 
ihre Beweiskraft auch nicht so durchschlagend ist, wie die an frischen 
Tieren angestellten Versuche, da bei dieser Versuchsanordnung auch 
einige nur mit Hafer und Wasser ernaihrten Tiere ebenfalls am Leben 
blieben (s. oben). Es ist méglich, daB, wie bereits erwahnt, ein 
Schutz durch mehrfache Vergiftungen erreicht wird. Es ist noch zu 
betonen, daB bei Wiederholungen der Vergiftungen solange zu- 
gewartet wurde, bis die Tiere klinisch wieder gesund waren, also kein 
Albumen mehr vorhanden war und das Gewicht sich wieder gehoben 
hatte. Meist wurden die Tiere wihrend der Wartezeit im Stall bei der 
iiblichen Stallfiitterung gehalten, die sich als besonders giinstig erwies 
und geringe Restalbuminurien stets in wenigen Tagen zum Schwinden 
brachte. 

Gestorben sind auBer Tier Nr. 7 und 9, die ungeniigende Mengen 
Zusatzstoffe erhalten haben, iiberhaupt nur Tiere, die unter Hafer- 
Wasserkost gestanden haben. Es ergibt sich also, daB Kaninchen, die 
bei ausschlieBlicher Hafer-Wasserkost an der experimentellen Uran- 
vergiftung meistens schnell sterben, mit einer Zulage von Griinfutter zu 
retten sind. Als Griinfutter in diesem Sinne eignen sich unter anderem 
auch blattfreie Blumenkohlblattstriinke. Diese Pflanzenteile wiederum 
kénnen durch aus ihnen hergestellte PreBsdfte und auch Kochsifte ersetzt 
werden. Trennt man die wasserléslichen und auch die alkoholléslichen 


* Der Urin der Tiere zeigte unter Hafer-Wasserkost stets saure Reaktion, 
bei Zulage von Gemiisen sowie der Extrakte wurde er alkalisch; nur wahrend 
der akuten Nierenerscheinungen war die Reaktion auch mit Zusatzen meist 
sauer. 
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Stoffe, so findet man, daB die nach Alkoholbehandlung noch wasse: an 















































léslichen Stoffe ebenfalls die gleiche schiitzende Kraft auszuiiben Ve 
imstande sind. Mit der alkoholléslichen Fraktion ist nur ein Versuc), de 
{ vorhanden, der zur Beurteilung nicht ausreicht, immerhin das Tie: Mé 
vor dem Tode bewahrt hat. Die jedenfalls in sehr geringer Menge bereits Ste 
wirksame Substanz ist vorliufig als kochbesténdig und auch nach tri 
Alkoholbehandlung noch wasserléslich erkannt. Sie ist auch nicht det 
id an das koagulable EiweiB gebunden. Weitere Untersuchungen werden die 
Pi die zureichende Menge noch genauer festlegen, insbesondere auch dic vol 
Natur des wirksamen Kérpers naher bestimmen miissen. Erst dann Bec 
wird man die Wirkung dieser lebensrettenden Pflanzenstoffe ein- anc 
gehender verfolgen kénnen. Dai 
) Bisher sind nur Vermutungen gestattet, in welcher Richtung dic sta 
Natur dieser Stoffe zu suchen ist. Wir sehen, daB schon sehr kleine ute 
Mengen, die als Nahrungsmaterial quantitativ nicht mehr in Betracht Gly 
ia kommen, die schiitzende Wirkung ausiiben. Dabei ist noch zu bedenken. schi 
daB die Tiere wahrend ihrer Erkrankung nie die vorgelegte Menge ge- keir 
; nommen haben, oft nur die Halfte oder noch weniger. DaB andererseits — 

j unter ein gewisses Minimum nicht heruntergegangen werden darf, 
: zeigen Tiere Nr. 7 und 9. Es ist schon erwahnt, daB wegen dieser Spuren- eber 
wirkung der Gedanke, daB Vitamine eine Rolle spielen, naheliegt Pa os 
Daneben ist an eine Mineralsalzwirkung zu denken und auch an eine Si 
i alkalisierende Einwirkung auf die sonst saure Hafer-Wasserkost elf | 
Vielleicht kommen auch mehrere Faktoren bei der Wirkung zusammen der 
Ebenso wie die Natur der schiitzenden Stoffe vorlaufig noc ree 
unklar ist, kann auch tiber den Mechanismus ihrer Wirksamkeit noch: unte 
nichts Sicheres gesagt werden. Es ist, wie schon Pohl sowie Diinne: klein 
und Siegfried meinten, mit einer doppelten Schadigung der Kaninchen Ich 
rs = 95 P auch 

i durch Uran zu rechnen: der Nierenschédigung und daneben einer all- dis 

ii gemeinen Schadigung, wahrscheinlich einer Stoffwechselstérung. Diese bere: 
| ist entweder selbstandig oder von der Nierenerkrankung abhangig 2 Stu 
Es ist wenig wahrscheinlich, daB die Nierenerkrankung, so schwe! ich, ¢ 
sie auch im akuten Stadium ist, als alleinige Todesursache in Frage nae 
kommt. Pohl sah vielmehr in der gleichzeitig auftretenden Stoffwechsel- pe 3 
stérung und in der damit verbundenen FreBunlust und der hierdurc! mehr: 
; bedingten Konsumption das Wesentlichere. Ebenso glaubten Diinni Hohe 
und Siegfried auf Grund der zu geringen pathologischen Befunde, «at hei et 
die Nierenschidigung nicht ausreiche, um den Tod der Tiere zu er- I 
klaren. Auch die pathologisch-anatomische Untersuchung meine! Wese 

gestorbenen Tiere! ergab nur verhaltnismaBig geringe Veranderunge! 
1 
1 Fiir die Untersuchungen bin ich Herrn Prof. Jaffé zu Dank ve . 
pflichtet. 7? 
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an den Nierenepithelien und in der Leber, sowohl bei den im ersten 
Versuch gestorbenen Tieren wie an den mehrfach vergifteten, die allein 
den Tod nicht erklaren wiirden. Es ist also zum mindesten mit der 
Méglichkeit zu rechnen, daB der Tod der Tiere durch eine allgemeine 
Stoffwechselstérung zu erkléren ist, die als Folge der Uranzufuhr auf- 
tritt. Ob sie direkt durch das Uran verursacht wird oder indirekt von 
der Nierenst6rung abhangig ist, bleibt ebenfalls noch ungeklart. DaB 
die Niere bei der Uranvergiftung durchaus im Mittelpunkt steht, geht, 
von den stiirmischen klinischen Erscheinungen abgesehen, aus der 
Beobachtung von Hitel! hervor, der bei der Uranvergiftung in keinem 
anderen Organ Uran nachweisen konnte, auBer in der Nierenrinde. 
Daraus ist allerdings nicht zu schlieBen, daB das Uran nicht vorher 
auch an anderen Organen toxische Veraénderungen hervorgerufen haben 
kénnte. Auch die sehr interessante Erscheinung der transitorischen 
Glykosurie deutet auf die Niere hin. Friihere Untersuchungen ver- 
schiedener Autoren haben bereits festgestellt, daB diese Glykosurie 
keine echte Stoffwechselstérung darstellt, sondern da sie eine 
renale ist. 


Neben anderen fand £. Frank? keine Erhéhung des Zuckers im Plasma, 
ebenso fehlte bei Mauriac und Troisac* die Hyperglykaimie, wenn sie 
auch trotzdem eine verminderte Fahigkeit der Leber zur Glykogenbildung 
feststellten und eine Schadigung dieses Organs annahmen. Milkorat und 
Denel* konnten ebenfalls nie eine Hyperglykamie feststellen (Versuche an 
elf Hunden). Sie erkliren die renale Glykosurie durch eine Schadigung 
der Tubuliepithelien, die sie fanden. Durch eigene Untersuchung ist der 
renale Charakter der Glykosurie weiter gesichert. Ich will an dieser Stelle 
nicht ausfiihrlicher auf diese Frage eingehen, da sie keinem Zweifel mehr 
unterliegt, sondern nur kurz mitteilen, daB auch Belastungskurven mit einer 
kleinen Zuckerzulage die renale Form der Zuckerausscheidung bestatigen. 
Ich fand nicht nur den niichternen Blutzucker nie erhéht, sondern konnte 
auch nach intrastomachaler Zufuhr von 2 g Dextrose nie eine Veranderung 
der alimentaren Hyperglykaémiekurve gegeniiber normalen Belastungs- 
kurven sehen. Der Anstieg blieb in normalen Grenzen und war nach 1 1, bis 
2 Stunden wieder abgeklungen. In friiheren ausgedehnten Versuchen habe 
ich, ebenso wie andere Autoren, diese Belastungskurven als Priifung der 
Kohlenhydratstoffwechsellage beschrieben und ihre Bedeutung auseinander- 
gesetzt. Diabeteskurven steigen von einem erhéhten Blutzuckerniichtern- 
wert ausgehend viel héher an, bleiben lange auf der Héhe und sind erst nach 
mehreren Stunden wieder im Abfallen. Eine solche hohe, lange auf der 
Hohe bleibende Kurve fand ich im Glykosuriestadium der Uranvergiftung 
hei etwa zehn Versuchen niemals. 


Es gehért nicht in den Rahmen meiner Untersuchungen, iiber das 
Wesen der Uranvergiftung eingehendere Erérterungen anzuschlieBen, 


' Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 135, 188, 1928. 
2 BE. Frank, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 72, 387ff., 1913. 
3 F. J. Troisac, Soc. da. biol. 97, 81, 1927. 
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ebensowenig wie ich hier auf die sehr ausgedehnte pathologisch-anato 
mische Literatur der Uranvergiftung eingehen kann. Spateren Aus 
fiihrungen kann es vorbehalten bleiben, ob die von mir gefundenen 
Tatsachen, welche den EinfluB von gewissen Zusatzstoffen auf den 
Verlauf einer durch eine Vergiftung entstandenen Krankheit kla: 
demonstrieren, auf die bisherigen Erfahrungen der Krankenernahruny 
neues Licht werfen und ob fiir die Pathologie, insbesondere fiir das 
Problem der Ernahrungstherapie bei Nierenkrankheiten, aus den 
Ergebnissen sich neue Fragestellungen ableiten lassen. 


Zusammenfassung. 

1. Kaninchen, die bei der Vergiftung mit kleinsten Uranmengen 
bei Hafer-Wasserkost fast regelmaBig sterben, bleiben am Leben, 
wenn man bestimmte Zusétze dieser Ernahrung zufiigt. 

2. Als wirksamer Zusatz erwiesen sich zunichst Riiben und frisches 
Griinfutter. Ebenso wirksam sind die Blattstriinke vom Blumenkohl. 

3. Die gleiche lebensrettende Wirkung iibten frische PreBsafte 
aus Blumenkohlstriinken sowie gekochte und filtrierte PreBsafte aus. 
Die nach Alkoholbehandlung hergestellten wasserigen Extrakte sind 


ebenfalls gut wirksam. 
4. Es léBt sich quantitativ eine untere Grenze der Wirksamkeit 


der Extrakte feststellen. Aus der groBen Wirksamkeit der Extrakte 
kann schon jetzt geschlossen werden, daB es sich um hochwirksame 
Substanzen handeln muB. 
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Das Absorptionsspektrum 
des Bilirubins in Chloroform, Alkohol und Alkalien. 


Von 
Ludwig Heilmeyer. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik in Jena.) 
(Eingegangen am 12. Januar 1931.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Nach allen Lehrbiichern der physiologischen Chemie, die das 
Spektrum des Bilirubins beschreiben, besitzt dieser Farbstoff in seinen 
Lésungen keine umschriebene Absorption, vielmehr absorbiere er 
das Licht kontinuierlich vom roten bis zum violetten Ende des Spek- 
trums!. Auch im ultravioletten Teile soll keine umschriebene Absorption 
vorhanden sein”. Dieser Beschreibung entsprechen auch die Abbildungen 
und spektrographischen Aufnahmen des Bilirubinspektrums*. Auch 
Autoren, die das Absorptionsspektrum des Bilirubins quantitativ auf- 
genommen haben, wie Vierordt*, von dem die ersten spektrophoto- 
metrischen Daten iiber das Bilirubin stammen, fanden, daB die Ab- 
sorption dieses Farbstoffs bis an die Grenze des kleinwelligen sicht- 
baren Gebietes standig zunimmt. Ebenso veréffentlichten die jiingsten 
spektrophotometrischen Untersucher des Bilirubins, Sheard, Baldes, 
Mann und Bollmann*, Kurven, die diese Angaben zu bestatigen scheinen. 
Allerdings sind letztere nicht mit reinem Bilirubin, sondern mit alkoholi- 
schen Lésungen frischer Hundegalle gewonnen. 


' Vgl. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem., 10. Aufl., 1923; Hoppe 
Seyler, Thierfelder, Physiol. u. pathol.-chem. Analyse, Berlin 1924; Lando/s- 
Rosemann, Lehrb. d. Physiol. 16. Aufl., 1919. 

2 Neubauer-Huppert, Analyse des Harns 2, 1347, Wiesbaden 1913. 

3 O. Schumm, Die spektrochemische Analyse natiirlicher organische: 
Farbstoffe. Jena 1927. 

* Vierordt, Die quantitative Spektralanalyse. Tiibingen 1876. 

5 Sheard, Baldes, Mann and Bollmann, The Amer. Journ. of Physiol. 
76, 577. 1926. 
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In folgendem soll iiber Befunde berichtet werden, die zeigen, dai 
entgegen diesen Meinungen das Bilirubin in Chloroform und Alkoho! 
eine wohl umschriebene Absorption mit einem deutlich ausgepragten 
Absorptionsmaximum besitzt. 


Die Untersuchungen wurden an reinem, uns von Hans Fischer freund 
lichst tiberlassenen Bilirubin, sowie an Bilirubin ,,Homburg“ angestellt 
Es sei gleich vorweg genommen, daB das Hans Fischersche Priparat. 
obwohl es bereits seit 4 Jahren in unserem Besitz ist, mit frischen Homburg 
schen Praparaten véllig indentische Spektren lieferte. Zunachst wurden 
Lésungen in Chloroform hergestellt. Das Absorptionsspektrum wurde 
mit dem Kénig- und Martensschen Spektralphotometer quantitativ auf 
genommen. Als Lichtquelle diente eine Zeisssche Punktlichtlampe. Die 
Breite des Eintritts und Okularspaltes war so eingestellt, daB jeweils ein 
Spektralgebiet von 1 bis 2 wy herausgeblendet wurde. Die zu untersuchende 
Lésung wurde in AbsorptionsgeféBe der Firma Zeiss von 2,56 mm Schicht 
dicke gebracht. Zur Messung im langwelligen Teile des Spektrums wurden 
yefaBe mit 20, 30 und 120mm Schichtdicke verwendet. Das Ergebnis 
der Messungen ist in Abb. 1 (ausgezogener Teil der Kurve) in Form eine: 
typischen Farbkurve, die als Ordinate den Logarithmus der Extinktion 
und als Abszisse die Wellenlainge in yuu hat, wiedergegeben. Um kleine 
Beobachtungsfehler, wie sie beim Spektrophotometrieren im kleinwelligen 
Gebiet infolge der schlechten Augenempfindlichkeit fiir das Licht diese: 
Spektralabschnitte immer vorkommen, nach Méglichkeit auszuschalten. 
haben wir die Messungen im kleinwelligen Teile des Spektrums mit ve 
schiedenen, jeweils frisch hergestellten Lésungen fiinfmal durch zwei ver 
schiedene Beobachter aufgenommen, wofiir an dieser Stelle dem Chemike1 
der Klinik, Herrn Dr. Krebs, herzlichst gedankt sei. Aus den Mittelwerte1 
dieser Messungen wurde dann die Farbkurve der Abb. 1 konstruiert. Die 
mittleren Werte der Extinktionskoeffizienten sind in der folgenden Tabelle 
angegeben. Es sei hervorgehoben, daB die Werte der einzelnen Beol 
achtungen nur unwesentlich voneinander abweichen. 


Tabelle J. 


Mittlere Werte der Extinktionskoeffizienten einer Bilirubin-Chloroform 
lésung. Konzentration = 0,0001 g/ecm. 











Wellenlange | — Logarithmus | Wellenlainge — Logarithmu- 


i oanasine der Extinktion sn Schichtdicke et Extinktior 
659 0,0428 0,6315—2 2,418 2,384—: 
610 0,0519 0,7155—2 5,064 
570 0,05895 0,7705—2 7,379 
550 0,0810 0,9085—2 9,06 
540 0,1036 1,0155—2 9,40 
530 0,148 1,1705 —2 9,12 
520 0,230 1,3615—2 8,22 
510 0,398 1,600 —2 p 6.95 
5 0,948 1,977 —2 
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Wie aus Tabelle Lund Abb. 1 hervorgeht, nimmt die Lichtextinktion 
des Bilirubins von 570 uu an bis 470 wu auBerordentlich rasch zu. 
Von 470 uu an biegt die Farbkurve in einem nach oben konvexen 
Bogen um, der seine Scheitelhéhe bei 450 wu hat, um dann gegen das 
Ultraviolett zu rasch wieder abzufallen. Im Gegensatz zu allen bis- 
herigen Beobachtungen besitzt demnach das Bilirubin in Chloroform- 
lésung ein wohl umschriebenes Absorptionsband, dessen Maximum 
bei Wellenlange 450 wu gelegen ist. 
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Abb. 1. 


lypische Farbkurve einer Bilirubin-chloroformlésung (c = 0,0001; A = 0,0000106). Der aus- 

gezogene Teil der Kurve wurde mit dem Koenig- und Martensschen Spektrophotometer, der 

gestrichelt gezeichnete Teil der Kurve mit dem Spektrographen nach der Methode yon Henri 
aufgenommen. 


Kin derartiges, im Widerspruch zu 50 jahriger Beobachtung stehendes 
Ergebnis zwingt zu weiteren Beweisen. Es schien uns wichtig, mit 
einer anderen Methodik das Verhalten der Lichtabsorption des Bili- 
rubins in Chloroformlésung vom kleinwelligen sichtbaren Gebiet bis 
in das ultraviolette Gebiet hinein quantitativ zu verfolgen. Durch 


das liebenswiirdige Entgegenkommen der Firma Zeiss, wofiir auch an 
(lieser Stelle gedankt sei, war es méglich, das Absorptionsspektrum der 
Bilirubinchloroformlésung mit dem Spektrographen nach dem Vor- 
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gange von Henri} in der neuen Anordnung von Scheibe*, jedoch mit 
Glasoptik und Gitter in einem Spektralbereich von 495 bis 380 si: 
quantitativ nach einem Annaherungsverfahren aufzunehmen. Dic 
Genauigkeit dieser Methode (s. dariiber auch die Arbeit von Graubner* 
aus hiesiger Klinik) ist allerdings etwas geringer als die des Spektral- 
photometers von Kénig und Martens, dafiir erlaubt sie aber, den klein- 
welligen Teil des sichtbaren, sowie den anschlieBenden Teil des ultra- 
violetten Gebietes mit gleicher Genauigkeit zu erfassen. Das Ergebnis 
dieser Untersuchung zeigt Abb. 2. Wie man sieht, ist das Resultat 
véllig identisch mit dem oben gefundenen. Die Absorption der Bili- 
rubinchloroformlésung strebt einem Maximum zu, das annahernd bei 
450 up liegt, und fallt dann wieder steil ab. Dieser Abfall setzt sich 


hogé-2 
26, 





on; 
ral Abb. 2. 
Typische Farbkurve einer Bili- 
rubin-chloroformlisung, welche 
das Spektralgebiet zwischen 500 
und 388 uu umfafit. Aufnahme 
mit dem Spektrographen nach 
dem Verfahren von Henri. Der 
gestrichelte Teil der Kurve ist 

unsicher. ¢ = 0,00008. 











44500 $50 400 ; 350 
auch im ultravioletten Gebiet kontinuierlich fort. Bringt man die mit 
dem Spektrographen gefundenen Werte auf dieselbe Konzentration de: 
oben mit dem K6énig und Martensschen Spektrophotometer ermittelte: 
Werte, so decken sich die beiden Kurven vollstandig bis 420 wu. Vor 
hier an bildet der mit dem Spektrographen gefundene Kurvenabschnitt 
im Ultravioletten die kontinuierliche Fortsetzung der im sichtbare: 
Teil des Spektrums gelegenen Absorptionskurve. (Der mit dem 
Spektrographen aufgenommene Teil der Kurve ist in Abb. 1 gestrichelt 
gezeichnet.) 

Es kann somit kein Zweifel mehr bestehen, dafB das Bilirubin i 
Chloroformlésung eine wohlumschriebene Absorption  besitzt, deren 
Maximum bei 450 yy gelegen ist. 


Das Absorptionsverhaltnis des Bilirubins in Chloroform. 


Mit der Feststellung eines wohlumschriebenen Absorption- 
maximums des Bilirubins in Chloroform ist auch die Méglichkeit ge- 
geben, Bilirubinkonzentrationen sehr exakt spektrophotometrisch 7: 


1 Viktor Henri, Etudes de photochimie. Paris 1922. 

2 G. Scheibe, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 57, 1325, 1924; 59, 1321, 12h: 
Chemikerkalender 1925, IT, 332. 

3 W. Graubner, Zeitschr. f. exper. Med. 68, Heft 3 u. 4, 1928. 
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bestimmen. Theoretisch kann zwar die Extinktion eines Farbstoffs 
bei jeder beliebigen Wellenlinge ermittelt und nach der Festlegung 
des Absorptionsverhaltnisses die Konzentration bestimmt werden. 
Praktisch sind jedoch derartige Bestimmungen mit verschiedenen 
Fehlern behaftet. Denn einmal ist die FehlergréBe der spektrophoto- 
metrischen Konzentrationsbestimmung eine Funktion des absoluten 
Wertes der Extinktion. Erst bei einer Extinktion, die etwa bei 1,0 liegt, 
wird der Fehler kleiner als 2°... Man wird deshalb nach Méglichkeit 
das Absorptionsverhaltnis an einem Punkt maximaler Lichtausléschung 
bestimmen. Ferner kommt dazu noch ein weiterer Fehler, der auf der 
Anwendung von weibem Licht beruht. Er tritt dann in Erscheinung, 
wenn die Absorptionskurve des zu untersuchenden Farbstoffs innerhalb 
des durch die Breite des Okularspaltes bestimmten Spektralabschnittes 
steil ansteigt oder abfallt. Die GréBe dieses Fehlers, der bis zu 10°, 
betragen kann, ist dabei nicht einmal konstant, sondern je nach der 
angewandten Schichtdicke und Konzentration verschieden groB. Man 
ermittelt also fiir verschiedene Konzentrationen und Schichtdicken ver- 
schiedene Absorptionsverhiltnisse, d.h. das Lambert-Beersche Gesetz 
ist scheinbar ungiiltig. Durch Anwendung monochromatischen Lichtes 
kann zwar diese Fehlerquelle beseitigt werden, jedoch ist das Arbeiten 
mit monochromatischem Licht schwierig und unpraktisch, da man 
zur spektrophotometrischen Bestimmung verschiedener Farbstoffe 
zahlreiche verschiedene Lichtquellen braucht, die zum Teil sogar schwer 
zu beschaffen sind. Auch bei Verwendung weiBen Lichtes kann der 
Fehler nahezu vollkommen ausgeschaltet werden, wenn die Absorptions- 
kurve des zu untersuchenden Farbstoffs in dem durch den Okularspalt 
herausgeblendeten Bereich nur einen unwesentlichen Anstieg oder 
Abfall zeigt, also nahezu horizontal verlauft. Dies ist beim Bilirubin 
bei Wellenlinge 450 wu in dem kleinen Spektralabschnitt von 449 bis 
451 ys nahezu der Fall. Man wird also in diesem Bereich exakte Werte 
erhalten. Die folgende Tabelle gibt fiir verschiedene Praparate von 
Bilirubin ,,Homburg“ die gefundenen Werte der Absorptionsverhalt- 
nisse in dem angegebenen Bereich an. 


Tabelle 11. 
0,000 01098 
eft ee He at Ses 0,000 01055 
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- 0,00001043 
0,000 01033 
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Die einzelnen Werte stimmen untereinander leidlich iibereii 
Zwar ist die Streuungsbreite gréBer als die Genauigkeit der spektro- 
photometrischen Bestimmung, was davon herrihrt, daB das Bilirubin. 
molekiil verschiedenen Einfliissen gegeniiber sehr labil ist, wie wir 
weiter unten sehen werden. Das Absorptionsverhaltnis des uns von 
Hans Fischer iiberlassenen Bilirubinpraiparats liegt wesentlich héher. 
bei 0,0000119. Dies hangt wahrscheinlich mit dem hohen Alter des 
Priparats zusammen. Es ist, wie oben angegeben, bereits 4 Jahre in 
unserem Besitz. 


Das Absorptionsspektrum und Absorptionsverhaltnis des Bilirubins 
im Alkohol. 


Da das Absorptionsspektrum eines Farbstoffs nicht nur von de: 
Natur des Farbstoffs, sondern auch von der Art des Lésungsmittels 
abhangig ist, haben wir das Absorptionsspektrum des Bilirubins auch 
in Alkohol aufgenommen. Zu diesem Zwecke wurde eine konzentrierte 
Bilirubin-Chloroformlésung in einem MeBkélbchen bis auf einige 
Tropfen auf dem Wasserbad eingeengt und dann mit 96 °,igem Alkoho! 
aufgefiillt. Die erhaltenen Extinktionskoeffizienten fiir eine 0,01 °,ige 
Lésung sind in der Tabelle III angegeben. 


Tabelle I11. 


Werte der Extinktionskoeffizienten einer Bilirubin-Alkohollésung. 
Konzentration = 0,0001 g/ccm. 
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Die zugehérige typische Farbkurve zeigt Abb. 3, Kurve 1. Wr 
man sieht, verlauft die Farbkurve der alkoholischen Lésung nahezu 
identisch mit derjenigen der Chloroformlésung. Jedoch erscheint 
der Kurvenverlauf etwas weniger steil. Die Zunahme der Lichtaus 
léschung von 600 bis 450 wy ist geringer als bei der Chloroformlésung 
Ist bei letzterer die Extinktion bei 450 ys 180 mal gréBer als bei 600 py. 
so betragt dieses Verhaltnis bei der alkoholischen Lésung nur 130) 
Die Lichtausléschung im Absorptionsmaximum ist bei der alkoholischen 
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Lésung geringer, im langwelligen Teil des Spektrums dagegen gréBer. 

Auch die Form des Bogens zeigt einen geringen Unterschied: Er ist 

bei der alkoholischen Lésung etwas flacher als bei der Kurve der Chloro- 

formlésung. Dieser Unterschied der Absorptionserscheinungen der 

beiden Bilirubinlésungen kommt auch im Absorptionsverhaltnis zum 

Ausdruck. Dieses ergab fiir die alkoholische Lésung folgende Werte: 
A, 0,000011 6 } 


A, = 0,0000114 7? im Mittel 0,000011 65. 
A, 0.0000119 | 
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Es liegt nahe, diese Unterschiede weniger dem Lésungsmittel als der 
Schadigung des Bilirubins beim Eindampfen zuzuschreiben. Um diese 
Frage zu entscheiden, haben wir dieselben Prozeduren, die zur Herstellung 
der alkoholischen Lésung notwendig sind, mit der Chloroformlésung vor- 
genommen, diese also bis zu einem Tropfen eingedampft, und dann wieder 
auf das urspriingliche Volumen aufgefiillt. Es zeigte sich jedoch, daB dabei 
keine merkliche Veranderung der Lichtextinktion eintrat. Dampft man 
jedoch die alkoholische Lésung ein, und versucht den Riickstand in Chloro- 
form wieder zu lésen, was allerdings nicht restlos gelingt, so sieht man, 
daB das Verhaltnis H 450/E 600 nun auch in Chloroform ganz bedeutend 
niedriger geworden ist als in der urspriinglichen Chloroformlésung. Durch 
die Lésung in Alkohol und durch das Eindampfen ist also das Bilirubin- 
molekiil verindert worden. Es scheint also die alkoholische Bilirubinlésung 
viel leichter veranderlich zu sein als die Chloroformlésung. Es ist aus 
liesem Grunde nicht abzulehnen, da®B die geringen Abweichungen des 
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alkoholischen Spektrums gegeniiber dem Chloroformspektrum auf eine 
irreversiblen Veranderung des Bilirubins infolge der Herstellungsprozedun 1 
beruhen. 


Das alkalische Bilirubinspektrum. 


Noch viel mehr als die alkoholische Lésung des Bilirubins ist seine 
alkalische Lésung veranderlich. Schon bei Betrachtung mit freien 
Auge fallt bei letzterer auf, wie innerhalb weniger Stunden die an. 
fanglich gelb-rote Farbe allmahlich in eine braun-rote und schlieBlic}, 
in eine braun-griine Farbung tibergeht. Noch viel deutlicher tritt dies 
Veranderlichkeit bei der spektrophotometrischen Untersuchung zutage 
Sie ist so stark, daB sie sich bereits wihrend der Aufnahme der Farb- 
kurve bemerkbar macht. Aus diesem Grunde kann tiberhaupt kein: 
reelle Farbkurve einer alkalischen Lésung aufgenommen werden, denn 
wahrend die Lichtausléschung bei einer Wellenlange bestimmt wird, 
ist bereits wieder eine Anderung derselben in einem anderen vorhe 
untersuchten oder noch zu untersuchenden Spektralabschnitt ein. 
getreten. Unter diesem Gesichtswinkel ist das Ergebnis der spektro- 
photometrischen Untersuchung des alkalischen Bilirubinspektrums 
das Abb. 3, Kurve 2 zeigt, zu betrachten. Die Kurve zeigt eine starker 
Zunahme der Lichtausléschung im roten Spektralabschnitt bei gleic|) 
zeitiger Abnahme im Blau. Die umschriebene Absorption bei 450 1: 
ist verschwunden. Die Lichtausléschung nimmt von 450 bis 420 1 
weiter zu. An Stelle der umschriebenen Absorption ist eine kontinuie: 
liche getreten. Das Absorptionsverhaltnis ist entsprechend der Alb 
nahme der Lichtausléschung im Blau bedeutend gréBer geworde: 
und betragt 0,0000217. Bei der starken Veranderlichkeit der alkalischen 
Lésungen kommt diesem Wert jedoch keinerlei Bedeutung zu. Wi 
stark diese Veranderlichkeit ist, zeigt Kurve 3, welche von derselbe: 
Lésung 24 Stunden spiter gewonnen wurde. Die Lichtausléschung 
im Rot hat weiter zugenommen, im Blau noch weiter abgenommen 
Das Absorptionsverhaltnis bei 450 uu betragt 0,0000868, hat als. 
um das Vierfache zugenommen. Diese Verainderung der Absorption: 
kurve des Bilirubins wurde auch von den obengenannten amerikanische: 
Autoren eingehend studiert. Sie zeigten, daB diese Veranderunge: 
anfangs sehr rasch erfolgen, spaiter allmahlich langsamer werde 
Da die beobachteten Veranderungen durch Stehen am Sonnenlichit 
sowie durch oxydierende Mittel ganz bedeutend beschleunigt werde: 
kénnen, so ist es wahrscheinlich, daB sie den Beginn der oxydative: 
Umwandlung des Bilirubins zum griinen Biliverdin darstellen, also dei 
Beginn jener Reaktion, die seit Gmelin zum Nachweis des Bilirubin 


dient. 
Infolge der groBen Veranderlichkeit der alkalischen Biliru!in 


lésung, erhebt sich die Frage: Sind die gefundenen Abweichunge! 
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vom Chloroform-Alkoholspektrum nur eine Folge der leichten Oxydier- 
barkeit der alkalischen Lésung oder ist der Unterschied der Kurvenform 
durch das Lésungsmittel selbst bedingt (alkalisches Spektrum)? Zur 
Beantwortung dieser Frage dient folgender Versuch: 


Eine beliebige Menge Bilirubin wurde in 5°%iger alkalischer Noda- 
losung gelést und davon eine Farbkurve aufgenommen (Abb. 4, Kurve 1). 
Die erhaltene Kurve zeigt das oben beschriebene Bild der alkalischen 
Losung mit kontinuierlicher Absorption. Die Kurve verliuft etwas steiler 
als oben, was wohl davon herriihrt, daB die Lésung mit einem frisch ge- 
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lieferten Praéparat in ganz frischem Zustande zur Untersuchung kam. 
Nach Aufnahme der Kurve wurde die Lésung angesiuert und das Bilirubin 
in Chloroform extrahiert. Wenn die Extraktion auch nicht quantitativ 
gelingt, so geht doch der gréBte Teil des Bilirubins in Chloroform iiber. 
Die sofort aufgenommene Kurve des Chloroformextrakts zeigt Abb. 4, 
Kurve 2. Sie deckt sich nahezu vollkommen mit der eingangs geschilderten 
Kurve der Bilirubin-Chloroformlésung. 


Daraus geht eindeutig die Umwandlung des ,,alkalischen Spek- 
trams in das ,,neutrale“ Spektrum hervor. Es kann also kein Zweifel 
mehr bestehen, daB das alkalische Spektrum in der Tat durch das 
Lésungsmittel (Salzbildung?) bedingt ist und nicht durch sekundare 
oxydative Umwandlung des Bilirubins entstanden ist. Wir haben es 
lso beim Bilirubin, ahnlich wie bei den meisten Farbstoffen der Hb- 
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Reihe, mit einem alkalischen und einem neutralen Spektrum zu tu) 
Das alkalische Spektrum zeigt eine kontinuierliche Lichtausléschuny 
das neutrale dagegen eine umschriebene Absorption. Es ist méglic}) 
daB den bisherigen Untersuchern nur das alkalische Spektrum be 
ihren Untersuchungen vorgelegen hat. Es erscheint mir aber wahr-. 
scheinlicher, daB die mangelhafte Methodik infolge schlechter Appara- 
turen den Unterschied der beiden Spektren nicht hat erkennen lassen 
Da die umschriebene Absorption des neutralen Bilirubins nahe de: 


Grenze des sichtbaren Gebietes liegt, so ist es verstandlich, daB sic 


spektroskopisch nur schwer gesehen werden kann. Auch spektro 
graphisch ist es schwierig, sie zu erfassen, da infolge der gréBere: 
Empfindlichkeit der photographischen Platte fiir die ultravioletten 
Strahlen der Abfall der Absorption von 450 uu an ohne besonder 
Vorkehrungen nicht deutlich herauskommt. Auch die alteren Spektral- 
photometer, wie sie Vierordt beispielsweise benutzt hat, arbeiten in 
dem Gebiet von 450 bis 400 wu infolge des dabei auftretenden Streu- 
lichtes so unsicher, daB eine exakte Absorptionskurve in diesem Bereic/, 
nicht aufgestellt werden kann. 

Zum SchluB noch ein Wort iiber die Bedeutung der gefundene: 
Bilirubinspektren. Das Bilirubin fiel bisher in bezug auf sein Absorp 
tionsspektrum aus der Reihe der Hb-Abkémmlinge vollig heraus 
Wahrend alle anderen Abbauprodukte des Hamoglobins, wie da- 
Haimatin, Hamin, Hamochromogen, die Porphyrine, das Urobili 
scharf umschriebene Absorptionserscheinungen zeigten, sollte allein 
das Bilirubin ein kontinuierliches Spektrum besitzen. Durch di 
Aufdeckung der umschriebenen Absorption des Bilirubins ist dies 
Ausnahmestellung verschwunden. Es gliedert sich harmonisch de: 
iibrigen Hb-Abkémmlingen an. Das ist fiir die Frage der Kon 
stitution des Bilirubins nicht ganz bedeutungslos (siehe Hans Fischer! 
Ubrigens sei hier erwihnt, da®B das gefundene ,,neutrale“ Spektrun 
des Bilirubins eine sehr groBe Ahnlichkeit mit der Zwischenform de- 
alkalischen Urobilins hat, welche entsteht, wenn man zu einer schwac) 
sauren, wasserigen Urobilinlésung eine reine Alkalilésung zusetzt. 

Weiterhin diirfte das gefundene neutrale Spektrum des Bilirubin- 
zur Identifizierung des Farbstoffs dienlich sein. Auch ermédglich' 
dieses Spektrum eine exakte spektrophotometrische Bestimmung 1 
Chloroformlésung. Von besonderem physiologischen Interesse diirft: 
es sein, die Art des Absorptionsspektrums des Bilirubins im Blutserun 
und in der Galle kennenzulernen. Arbeiten dariiber sind bereits in 


Gange. 


' 91. Versammlung der Cesellschaft Deutscher Naturforscher unc 
Arzte, Kénigsberg 1920; Naturwissenschaften 18, 1026, 1930. 
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Zusammenfassung. 


Es konnte gezeigt werden, daB& das Bilirubin in Chloroform und 
Alkohol entgegen der bisherigen Meinung eine wohlumschriebene 
Absorption mit einem Maximum bei 450 wy besitzt!. Von diesem Punkt 
an fallt die Absorptionskurve auch im ultravioletten Teil des Spektrums 
kontinuierlich ab. Das Absorptionsverhaltnis in Chloroform im Absorp- 
tionsmaximum wurde zu 0,00001054 ermittelt. Bei langerem Stehen 
am Licht nimmt die Extinktion im kleinwelligen Gebiet ab, das Absorp- 
tionsverhaltnis zu, wahrend im langwelligen Gebiet eine Zunahme der 
Lichtausléschung eintritt. In Alkalien zeigt das Bilirubin im sichtbaren 
Gebiet eine kontinuierliche Absorption, jedoch ist die Aufnahme einer 
reellen Absorptionskurve nicht durchfiihrbar, da die alkalische Lésung 
auBerordentlich unbestandig ist. Es konnte jedoch gezeigt werden, 
daB der Unterschied des alkalischen Spektrums gegeniiber dem neutralen 
nicht auf einer sekundéren oxydativen Veranderung des Bilirubins 
beruht, sondern tatsachlich durch das alkalische Lésungsmittel (Salz- 
bildung?) bedingt ist. 


' Es sei jedoch ausdriicklich darauf hingewiesen, da der Absorptions- 
streifen des neutralen Bilirubins mit den gewéhnlichen spektroskopischen 
und spektrographischen Apparaturen im Gegensatz zu den Absorptions. 
handen der carotinoiden Farbstoffe nicht zu sehen ist. 
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Die Wechselwirkung zwischen metallischen Werkstoffen 
und Lebensmitteln. 


Il. Mitteilung!: 


Ein Versuch iiber die biologische Wertung von Metallen. 


Von 


J. Sechwaibold und F. Fisehler. 
(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie Miinche: 


(Eingegangen am 12. Januar 1931.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


In der vorhergehenden Mitteilung ist gezeigt worden, in welche: 
Weise — quantitativ — einige Fliissigkeiten unter bestimmten Be- 
dingungen auf eine Reihe von Werkstoffmetallen einzuwirken vermégen. 
In Anbetracht des durch die fortschreitende Technik vor allem bedingten 
starken Anwachsens des Gebrauchs von metallischen Geraten gewinnt 
die Frage nach der biologischen Wertung der Metalle an Bedeutung 
In solchem Sinne liegt diese Frage im Bereich der aus der Wechsel- 
wirkung zwischen metallischen Werkstoffen und Lebensmitteln sich 
ergebenden Probleme. 


Die in der ersten Mitteilung beschriebenen Untersuchungen behandel: 
nur einige von den vielen in Frage kommenden Substanzen bzw. Fliissig 
keiten, welchen in groBem Umfange Gelegenheit geboten ist, mit Metallen 
in Wechselwirkung zu treten. Diese Vorgénge sind an sich, wenn auc! 
ungenau und liickenhaft, seit langem bekannt, und seit geraumer Zeit sin 
in den verschiedenen Teilgebieten zahlreiche Versuche gemacht worden. 
die Fragen nach dem Verhalten des tierischen Organismus gegeniiber de 
verschiedenen Metallen klarzulegen. Trotz der sicher verschiedenartigste! 
Wirkungsweise mochte es mit Riicksicht auf den geringen Umfang ¢e- 
sicheren Wissens doch erlaubt sein, eine Gruppe verschiedener Schwer 
metalle unter gleichen Gesichtspunkten und Richtlinien hinsichtlich ihre: 
biologischen Wertung zu untersuchen. Da in diesen Versuchen die Metal!: 
Aluminium, Zink, Eisen, Zinn und Kupfer gemeinsam untersucht worde: 
sind, so umfaBt diese Reihe einen Vertreter der Schwermetalle, das Kise: 


! I. Mitteilung: diese Zeitschr. 230, 136, 1930. 
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welches als biogenes Element mit Sicherheit bekannt ist, weshalb man 
daher theoretisch und auch experimentell dahin gekommen ist zu sagen, 
da8 dieses Metall in seinen Salzen eine Schadigung des tierischen Organismus 
nicht zur Folge haben kann, wenn die Dosen nicht ungew6éhnlich groB sind 
und wenn von Eisen in zweiwertiger Form abgesehen wird, welches normaler- 
weise nicht in Frage kommt. Zinn ist nach bisheriger Erkenntnis kein 
biogenes Element. Wenn sein Verhalten gegeniiber dem Tierorganismus 
vorwiegend als ein indifferentes angesehen wird, so sind doch vielleicht 
die experimentellen Grundlagen hierfiir noch nicht geniigend. Zink ist 
wohl gleichfalls ein kérperfremdes Element. Seine Auswirkung auf den 
l Organismus ist, abgesehen von besonderen Fallen, nicht augenfallig nach- 
gewiesen worden. Ahnliches ist in noch héherem MaBe beziiglich des Kupfers 
zu sagen. Einerseits wird es noch weniger als biogen als das Zink und sein 
Schadigungsvermégen als wahrscheinlicher betrachtet. Andererseits sind 
immer wieder Stimmen laut geworden, die dieses Element als kérper- 
eigen und mit wichtigen Funktionen zusammenhangend erklaren. Bei 
Aluminium sind die Meinungen ebenfalls noch nicht geklart; die iiber- 
wiegende Ansicht ist die von einer Unschiadlichkeit bzw. Harmlosigkeit. 
Weiteres dariiber wird spater bei den einzelnen Metallen angefiihrt werden, 
soweit es notwendig erscheint. Die Auswahl derselben fiir diese Unter- 
suchung ist, abgesehen von der aus technischen Griinden notwendigen 
Beschrankung, vor allem von dem Gesichtspunkt aus getroffen worden, 
laB sie wichtige Materialien zur Herstellung von GebrauchsgefaBen dar- 


her 













stellen. 

Da man, besonders im Zusammenhang mit Metallen, die hier nicht 
iches behandelt sind, von einer Giftwirkung zu sprechen berechtigt ist, mag es 
4 ad aiitzlich sein, die Definition fiir eine solche hier anzufiihren: ,, Vergiftungen 
Ogen: Bt ind Funktionsstérungen, die durch exogene oder endogene, chemisch 
_— oder physikalisch-chemisch wirkende Stoffe hervorgerufen werden, die 
win Bi iinsichtlich Art, Menge oder Konzentration kérperfremd oder organ- 
itung ; rage i age 

remd sind.‘‘ Demnach ist zu sagen, daB die hier in Frage kommenden 
heel. Wirkungen durch exogene, meist chemisch wirkende Stoffe — Metall- 
—_ verbindungen — zustande kommen. Die Art, die absolute Menge und 

lie Konzentration sind als auBerordentlich wechselnd anzusehen. 
er Da es sich ferner haufig um Wirkungen nach erfolgter Resorption 
tallen (ql2ndelt, so ist eine sehr groBe Mannigfaltigkeit der Wirkungsart und 
auch 9jdes Zeitfaktors méglich, welch letzterer hier offenbar besondere Be- 
t sind Hjachtung verdient. In der Frage der schadigenden Wirkung der Metalle 
orden. Herrscht noch groBe Unsicherheit, vor allem infolge von widersprechenden 
oom Untersuchungsergebnissen, und diese sind wiederum im wesentlichen 
1g des Mrerursacht durch die groBe Verschiedenartigkeit in der Durchfithrung 
shwer- Gpolcher Untersuchungen. Bei der Mannigfaltigkeit der Vorgainge und 
| ihrer Hiler Schwierigkeit, manchem von diesem im Experiment nahe zu kommen, 
fetal Bt dies verstindlich. 
Tieen Im Rahmen dieser Untersuchungen hat ein in besonderer Weise 


ingelegter Modellversuch, der sich in mancher Hinsicht den natiirlichen 
Vorgangen einigermaBen anpaBt, neue Einblicke erbracht. Die Mengen 
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der Metallverbindungen, denen durch die Vermittlung von Speisen 
und Getranken auf den lebenden Organismus einzuwirken Gelegen- 
heit geboten ist, sind im einzelnen Falle gering. Sie kénnen durch, 
eine tiber lange Zeitabschnitte haufig erfolgende Wiederholung unter 
Umstanden bedeutungsvoll werden, sei es, daB eine wiederholte gering- 
fiigige Einwirkung allmahlich den urspriinglichen Zustand des Organis- 
mus bzw. Teile desselben merklich und irreversibel andert, sei es, 
daB diese kleinen Mengen gespeichert werden und nach ihrer An- 
sammlung eine sichtbare Wirkung ausiiben. Es erscheint durchaus 
abwegig, diese Bedingungen in verhaltnismaBig kurzem Zeitraum durch 
gréBere Mengen der wirksamen Stoffe erfiillen zu wollen, wie dies 
haufig in Versuchen an Tieren und auch am Menschen geschieht. Es 
ist weiterhin auch nicht zulassig, die Art der wirksamen Substanzen 
willkiirlich zu andern, da verschiedenartige chemische Bindung des 
gleichen Metalls eine andere Wirkung hervorbringen kann. 


Die nun zu beschreibenden Versuche wurden mit Froschlarven dure}: 
gefiihrt. Zu dieser Wahl fiihrte die Uberlegung, daB die Versuchszeit ohn 
erhebliche Schwierigkeiten auf einen relativ groBen Zeitraum ausgedehnt 
werden konnte, namlich auf die gesamte Lebensperiode dieser Larven 
Die Art und Menge der wirksamen Stoffe konnte, unter Beschrankung 
auf einen bestimmten Vorgang, den natiirlichen Verhaltnissen weitgehend 
angepaBt werden. Dies wurde in der Weise erreicht, daB aus den ver 
schiedenen Werkstoffmetallen geeignete GefaBe (Schalen fiir 1 Liter Fliissig- 
keit) hergestellt wurden. In diese Schalen wurden die Versuchstiere voi 
einem sehr friihen Entwicklungsstadium ab — nach Aufhéren der auBere: 
Kiemenatmung und Beginn der oralen Nahrungsaufnahme, 4 bis 6 Tag 
nach Verlassen der Eihiillen — gebracht und darin, soweit es der Versuch 
verlauf nicht unmédglich machte, bis zur Beendigung der larvalen Ent 
wicklung belassen. Das Zuchtwasser wurde aus der hiesigen Wasserleitung 
entnommen. Die Tiere wurden einheitlich mit synthetischem Futter 
und regelmaBiger Zulage von zerkleinertem frischen Gras und (be 
alteren Tieren) von zerkleinertem frischen Muskel (Schweine- oder Rinde: 
herz) gefiittert. Das Futter blieb im allgemeinen 24 Stunden in de: 
Schalen, worauf jeweils nach Wasserwechsel eine Periode von 10. bis 
15 Stunden ohne Futter eintrat. Das Reinigen der GefaBe beschrankt 
sich auf Saéuberung mit einer kraftigen Biirste. Die Wassererneuerung 
wurde mit durch Stehen im gleichen Raume temperiertem Wasser (aus 
GlasgefaBen) vorgenommen. In den einzelnen Versuchsreihen wurde: 
Tiere aus ein und demselben Laich (Rana temporaria) verwendet, au- 
welchem sie im Laboratorium geziichtet wurden. Fiir die verschiedenen 
Versuche standen mehrere Laichproben zur Verfiigung, teils aus der hiesigen 
Umgebung, teils alpiner Herkunft. Die Auswahl der Tiere zu den Ver 
suchen wurde auf Grund gleichartiger Messungsergebnisse vorgenomme! 
Es wurden in | Liter Fliissigkeit héchstens zehn Tiere gehalten. Auer dev 
Aufenthalt in Behdltern aus verschiedenem Material wurde keine Beeinflussvnd 
der Versuchstiere vorgenommen; alle iibrigen Versuchsbedingungen wore 


! J. Schwaibold, diese Zeitschr. 218, 355, 1930. 
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yleichartig. Die Kontrolltiere wurden in entsprechenden Porzellanschalen 
vehalten. Ein EinfluB des Materials dieser Schalen kann nicht angenommen 
werden; doch wurden auch Vergleichstiere in GlasgefaBen geziichtet, welche 
auf der AuBenseite einen Anstrich aus Aluminiumbronze erhalten hatten. 
um auch eine Wirkung verschiedener Licht- und Farbenverhaltnisse aus- 
zuschlieBen. 


Die Versuchstiere in den MetallgefaBen standen also unmittelbar 
unter den Bedingungen der ,,Korrosion“, wie sie zwischen Brunnen- 


wasser und den verschiedenen Werkmetallen auftritt. Nebenstehendes 
Kurvenbild zeigt in arithmetischer Auftragung das Ausma® dieser 
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Kurve 1: Zn. Kurve 2: Fe. Kurve 3: Sn Kurve 4: Al 
Kurve 5: Cu. 


Korrosionsvorginge. Wie diese mengenmaBig bei den verschiedenen 
Metallen untereinander verschieden sind, ist auch eine wenigstens 
angenahert ebenso quantitativ verschiedene Einwirkung auf die Ver- 
suchstiere durch die Korrosionsprodukte vorhanden. Sofern nun die 
Beobachtungen einen Einflu8 erkennen lassen, so ist durch die Fest- 
stellung des die Ursache bildenden Metalls vor allem ein qualitatives 
Ergebnis erhalten. Dieses kann aber auch als ,,quantitativ“ eingeschatzt 
werden, in der Richtung nimlich, ob bei der festgestellten Korrosions- 
intensitat iberhaupt eine Wirkung erfolgt, und wenn dies der Fall ist, 
wie stark sie ist. Es ist nicht versucht worden festzustellen, welche 
Mengen an Metallsubstanz von den Tieren aufgenommen wurden: 
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dies diirfte erhebliche Schwierigkeiten bieten, auBerdem ist es eine 
Frage zweiter Ordnung. 


Ks ist klar, daB der Versuch mit solchem Tiermaterial in andere 
Verhaltnisse fihrt als der Versuch mit dem warmbliitigen Kleintier. 
Schon bei diesem ist man meist noch fern davon, zu unmittelbaren 
Ubertragungen auf den Menschen berechtigt zu sein. Aber es schien 
wegen der Neuartigkeit der Versuchsverhaltnisse von Wert, einen Versuc!; 
mit Kaltbliitern zu machen. Immerhin sind auch hier die Grundvorgange 
des Lebens dieselben; man darf sich vor Augen halten, daB auch in 
Einzelheiten der Stoffwechselbedingungen gewisse grundsitzliche gleiche 
Beziehungen bestehen, selbst mit dem menschlichen Organismus. Dic 
Empfindlichkeit der Larven, beispielsweise gegeniiber der wirksamen 
menschlichen Schilddriisensubstanz, ist eine auBerordentliche, und zwar 
im Sinne der hormonalen Wirkung dieser Stoffe, so daB das ent- 
sprechende Organ der Larven nicht nur eine ahnliche Funktion zu 
erfiillen scheint wie die menschliche Schilddriise, sondern diese Wirkung 
auch mit einem gleichen oder ahnlichen Sekret bewirkt. 


Versuche mit Glas und Porzellan. Wachstum und Entwicklung der Tier 
verlief in den beiden Arten von ZuchtgefaBpen durchaus gleichartig und normal. 
Der EinfluB8 der verschiedenartigen Belichtung bei Glas (geringere He 
lichtung wegen Al-Bronzeiiberzug) bzw. Porzellan (offenere Schalen und 
Lichtreflexion der Glasur) ist unmerklich geblieben. Die Tiere alpine: 
Herkunft zeigten nach Verlassen der Eihiillen wochenlang ein wesentlic! 
schnelleres Wachstum als diejenigen aus der Umgebung Miinchens. Die 
erste Versuchsreihe mit diesen Tieren konnte schon am 7. April 1930 be 
gonnen werden, wahrend erst ein Monat spater, am 9. Mai, der erste 
Versuch mit den Tieren aus der Hochlage angestellt werden konnte. Der 
Laich der letzteren war wegen der noch im Spatfriihjahr erhaltenen Schnee 
decke um mehrere Wochen spater abgelegt. 


Aber diese waren offenbar dafiir mit einer hdheren Wachstumsenerg: 
ausgestattet und dadurch imstande, einen betrachtlichen Teil des Vor 
sprungs der Flachlandtiere wieder einzuholen. Sie waren dabei auch leb 
hafter und hatten etwa im ersten Lebensdrittel eine erheblich dunkler 
Pigmentierung. Es ist hier hervorzuheben, da® trotz der Verschiedenheit 
der Herkunft bei allen Versuchsgruppen itibereinstimmende Ergebnisse 
erhalten wurden. Einige dieser ,,Normaltiere‘‘ sind zum Vergleich mit 
Versuchstieren in den Abbildungen wiedergegeben, auf die spater verwiese: 
wird. 


Versuche mit Aluminium (die Metalle jfolgen in der Ordnung d+ 
Spannungsrethe). Wie aus der entsprechenden Kurve in der Abb. 1 hervo: 
geht, ist der Angriff dieses Wassers auf das Aluminium ein sehr geri 
fiigiger. Die Zuchtschalen zeigten auch nach mehreren Monaten der 1 
nutzung keine nennenswerten Korrosionserscheinungen. Nach langere! 
Benutzung bildete sich eine durch Bearbeitung mit einer Biirste nicht 
mehr zu entfernende Oxydhaut. Darauf wurde die metallische Oberflacl« 
durch Schmiergeln wieder freigelegt oder das GefaiB durch ein neues erset7t. 
Mehrere Versuchsreihen wurden bis zur eintretenden Metamorphose der 
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Tiere durchgefiihrt. Die dafiir beanspruchte Zeit belief sich bei den Tieren 
aus den beiden verschiedenen Gegenden auf etwa 3 bis 2 Monate. Die 
verschiedenen Messungen, die Beobachtung des Aussehens (Pigmentierung, 
Verhalten usw.) und Vergleich der Daten der eingetretenen Metamorphosen 
der Tiere mit den Normaltieren, lieBen keine Unterschiede in allen diesen 
Kinzelheiten erkennen. Die Messung von je zehn Tieren bei Beginn eines 
Versuchs ergab im Mittel als Gesamtlinge zur Linge des Rumpfes in Milli- 
meter das Verhiltnis der Versuchstiere fiir Aluminium zu den Kontroll- 
tieren, sowie einen Monat spater die folgenden Zahlen: 





9. V. 1930 11. VI. 1930 
Versuchstiere .... 21,0 7,9 42.6 13.3 7,9 
Normaltiere. ... . 19.8 7.6 40,0 12,6 6,2 


wobei die dritte Zahl die Lange der Hinterbeine angibt, die sich inzwischen 
entwickelt hatten. Die Differenz der einzelnen Tiere innerhalb der beiden 
Gruppen bei Beginn des Versuchs war ebenso gering wie der Unterschied 
der Mittelzahlen, das Tiermaterial also sehr einheitlich. Einen Monat 
spater ist die Differenz absolut etwas gr6Ber, relativ ist sie dieselbe geblieben. 
Die Angabe der Zeiten der Metamorphosen kann unterbleiben. Sie erfolgten 
im gleichen Zeitraum in beiden Gruppen, und die metamorphosierten Tiere 
waren durchweg gleichartig und normal. In Abb. 2a und 2b ist je eines 
dieser Tiere wiedergegeben. Die Aufnahme wurde am 2. Juni 1930 vor- 
genommen, a ist ein Tier der Al-Gruppe, b eines der Kontrollgruppe. 
Irgendeine Einwirkung des Aluminiums hatte also unter diesen Versuchs- 
bedingungen nicht stattgefunden. 


Versuche mit Zink. Die VersuchsgefaBe waren eiserne Schalen, welche 
in tiblicher Weise verzinkt worden waren. Auch bei Vorhandensein von 
Poren in der Zinkschicht oder Entstehung von solehen durch Auflésung 
von Zink, muBte doch eine reine Wirkung des Zinks erhalten bleiben, da 
eine Korrosion des Eisens unter diesen Umstianden nicht stattfinden kann, 
bevor nicht alles Zink oder der gréBte Teil desselben dem Angriff des Wassers 
anheimgefallen ist. Die Korrosion des Zinks ist mehrfach stirker als die 
des Aluminiums (vgl. Abb. 1). Es ist also nicht nur die Art der einwirkenden 
Substanzen eine andere, sondern auch die Menge derselben eine gréBere. 
Doch diirfte dieser Unterschied nicht groB genug sein, um als Ursache 
der andersartigen Ergebnisse bei den Versuchen mit Zink angesehen zu 
werden. Im folgenden sind die Zahlen angegeben, die aus einer Versuchs- 
reihe hervorgegangen sind, welche mit der schon bei Aluminium angefiihrten 
und mit Zahlen belegten parallel ging (die Zahlen bedeuten wiederum das 
Verhaltnis von der Gesamtlainge zur Rumpflinge und — die dritte Zahl 
zur Hinterbeinlange) : 





9. V. 1930 11. VI. 1930 


Versuchstiere .... 224 81 82,5 11,0 1,2 
Normaltiere . .... 19.8 7.6 40,0 12.6 62 
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Das Resultat dieses Versuchs am 2. Juli 1930 zeigt Abb. 2, e. "s 
dazugehoérige Kontrolltier ist wiederum das mit a bezeichnete, schon * 
standig metamorphisierte Tier. Aus der Wachstumskurve des ersievn 
Versuchsmonats ist zu entnehmen, daB die bis dahin tiberlebenden Versuchs- 
tiere merklich hinter den Normaltieren zuriickblieben. Immerhin betrug 
der Zuwachs noch etwas mehr als 50% desjenigen der Normalen. Die 
Entwicklung war jedoch sehr bald zum Stillstand gekommen, wie die 
Messung zeigt. Das Wachstum war nach den ersten Wochen deutlich langsamer 
geworden und kam dann anndhernd zum Stillstand und auch die Entwicklung 
blieb vollstandig gehemmt (vgl. Abb. 2, e). Es mu8 hier noch bemerkt werden, 
daB in der ersten Zeit des Versuchs mehrere Tiere eingingen. Die Hinfillig- 
keit gegeniiber Zink war offensichtlich im jiingsten Stadium besonders 
groB. Als besondere weitere Wirkung der Korrosionsprodukte des Zinks 
wurde eine sehr friith schon eintretende, abnorm dunkle fk arbung der Tiere 
beobachtet, und zwar der tiefer liegenden Kérpersubstanz, wahrend die 





Abb. 2. 
Versuche mit: a Porzellan, b Aluminium, ¢ Eisen, d Zinn, e Zink. 


auBeren Gewebsschichten pigmentlos und durchscheinend wurden (vgl. 
Abb. 2, e). Im Verlauf einiger Wochen erlangten die Tiere dann ein nahezu 
schwarzes Aussehen. Bei dieser Versuchsreihe wurden von den iiberlebenden 
sechs Tieren am 16. Juni 1930 (also nach einer fast sechswéchigen Ein- 
wirkungszeit) drei entfernt (alle sechs waren etwa in dem Zustande wie 
Tier e, Abb. 2) und weiterhin in einer Porzellanschale gehalten. Im Verlauf 
einiger Wochen gingen die im Zinkbehalter verbliebenen Tiere zugrunde, 
nachdem ununterbrochen eine fast vollsténdige Hemmung des Wachstums 
und der Entwicklung bestanden hatte. Bei den in eine Porzellanschale 
iibergefiihrten Tieren schien, wenn auch unsicher, nach einer Woche das 
Wachstum sich etwas zu beleben, nach zwei Wochen wurde dies augenfiallig 
und die schwarze Farbung der Tiere begann sich aufzuhellen. Auch die 
Entwicklung belebte sich deutlich, die Hinterbeine wuchsen und differen 
zierten sich. Nach 25 Tagen erfolgte die erste Metamorphose, nach 40 Tagen 
hatten sich die tibrigen Tiere umgewandelt. Diese Jungfrésche waren etwas 
kleiner als normale, hatten schwichere Extremitiéten, waren aber sonst 
normal und zeigten gute Sprungfahigkeit. Die tiefgehende Schddigung der 
Korrosionsprodukte des Zinks — volilsténdige Hemmung des Wachstums und 
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Entwicklung der F'roschlarven — war also einigermaBen reversibel. Einige 

tere derartige Versuchsreihen hatten vdéllig gleichartige Ergebnisse. In 
ewi.r nach Beendigung dieser Untersuchungen bekannt gewordenen Arbeit! 
wurde der Autor durch einen zufalligen Umstand veranlaBt, Versuche iiber 
eine spezielle Art der Einwirkung von Zink auf Froschlarven anzustellen 
(Beeinflussung der Wirkung einseitiger Augenexstirpation). Eine Klarung, 
wie die beobachteten Zinkwirkungen zustande kamen, konnte nicht gegeben 
werden; es wird nur wahrscheinlich gemacht, daB nicht eine Stérung der 
Inkretionsvorgéinge die Ursache bildete. 


Versuche mit Eisen. Um Vergleiche unter den verschiedenen Gruppen 
innerhalb einer Versuchsreihe zu erméglichen, werden nachstehend die 
Messungsergebnisse eines Versuchs mit Eisen angegeben, welcher den in 
den beiden vorhergehenden Abschnitten mit Zahlen belegten Versuchen 
hinsichtlich Tiermaterial und Versuchszeit genau entspricht. Auch hierbei 
war die einzige Variante der Aufenthalt der Versuchstiere in formgleichen 
GefaiBen aus Eisen. 





9. V. 1930 11. VI. 1930 
Versuchstiere .... 225 82 41,5 13,0 7,5 
Normaltiere. .... 19,8 7.6 40,0 12,6 6,2 


Kine Einwirkung der Korrosionsprodukte des Eisens auf Wachstum 
und Entwicklung der Tiere ist wahrend der ersten 5 Wochen, wie die 
Messungen und Beobachtungen zeigten, nicht eingetreten. In Abb. 2, ¢ 
ist eines der Tiere bei Beendigung des Versuchs am 2. Juli, nach erfolgter 
Metamorphose der Tiere, wiedergegeben. Dieses, wie alle iibrigen seiner 
Gruppe, war durchaus normal. Die Farbung war aber wesentlich dunkler 
als bei den Kontrolltieren, zweifellos als Folge der reichlichen Versorgung 
mit Eisen, wie nachher noch gezeigt werden wird. Die Farbung war aber 
im Gegensatz zu der, wie oben erwahnt, durch Zink verursachten nicht 
schwarz, sondern ein dunkles Braun. Es war weiterhin augenfiallig, daB 
diese Tiere eine gréBere Lebhaftigkeit als alle anderen an den Tag legten 
und dies Verhalten auch nach der Metamorphose behielten, wobei auch 
ihr Sprungvermégen ein gr6Beres war. Abb. 1 zeigt, daB das EKisenmaterial 
eine verhaltnismaBig starke Korrosion zeigt. In diesem Falle sind die 
gesamten Korrosionsprodukte im Wasser praktisch unléslich. Es bildete 
sich auch regelmaBig ein Niederschlag von Eisenoxydhydraten am Boden 
der GefiBe und die Korrosionsprodukte wurden dann von den Tieren mit 
dem Futter reichlich aufgenommen. Die in Abb. 3 (Normaltier) und 4 
(Tier in Eisenschale) wiedergegebenen Schnitte beweisen, in welch groBen 
Mengen die Eisenverbindungen aufgenommen wurden. Die Schnitte sind 
45 uw dick, nicht kiinstlich gefarbt und mit Aufbeleuchtung photographiert, 
so daB die Eisenmengen im Darmtraktus gut sichtbar geworden sind. 


Nach Reinigen der Schalen und Wasserwechsel (wobei dann die Korro- 
sion am stirksten auftritt) wurde haufig beobachtet, daB der Sauerstoff- 
mangel so groB wurde, da®B die Tiere an die Wasseroberflache drangten und 
za entkommen versuchten. T'rotz alledem konnte eine Beeintrdchtigung 
dieser Versuchstiere nicht beobachtet werden, und Verluste an solchen wahrend 


1 B. Dirken, Biologia Generalis 4, 511, 1930. 
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des Versuchs traten nicht ein. Es wurde versucht, die in einem Versuchs 
gefaB durch das verwendete Wasser in den nichtmetallischen Zustand 
iibergefiihrte Eisenmenge gravimetrisch festzustellen. Sie betrug in zwei 





Abb. 3. 


Normaltier. Schnittdicke 45 «, ungefirbt, Aufbeleuchtung, 
Vergr. 10 mal. 





Abb. 4. 
Tier in EisenversuchsgefiB. 


Schnittdicke usw. wie bei Abb. 3. Die dunkle Farbung im Darmtraktus 
ist durch Eisenoxydhydrate verursacht. 


Fallen in je 24 Stunden 0,096 bzw. 0,076 g, berechnet auf Eisen. Mehrere 
weitere Versuche hatten ein gleichartiges Resultat. Abb. 5, d zeigt ein Tier 
aus einem anderen Versuch und friiherem Lebensalter. 
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a b c d 
Abb. 5. Versuche mit: a Glas, b Kupfer, ¢ Zink, d Eisen. 


Versuche mit Zinn, In einem Versuch mit Zinn, der den in den vorher- 
gehenden Abschnitten mit Zahlen belegten Versuchen entspricht, wurden 
folzende Messungsergebnisse erhalten: 





9. V. 1930 11. VI. 1930 


Versuchstiere ... . 222 83 420 138 46 
Normaltiere. .... 19.8 7,6 40,0 12,6 6,2 


Man sieht, da8 das Wachstum jedenfalls nicht beeinfluBt worden ist. 
Bei der Entwicklung scheint eine geringe Hemmung eingetreten zu sein. 
Dies muB jedoch in diesem Falle als eine zufallige gréBere Streuung an- 
gesehen werden, denn bei einer Anzahl weiterer Versuche war immer 
normales Wachstum und ebensolche Entwicklung zu verzeichnen. Die 
Korrosion des Zinns ist unter den vorliegenden Bedingungen zwar geringer 
als die von Eisen und Zink, aber immer noch verhaltnismaBig erheblich. 
Abb. 2, d gibt ein Tier aus obigem Versuch nach vollzogener Metamorphose 
wieder. Eine merkbare Einwirkung des Zinns hatte demnach nicht statt- 
gefunder. 


Versuche mit Kupfer. Angaben von Messungen, die denjenigen der 
vorhergehenden Abschnitte entsprechen, kénnen von dem _ betreffenden 
Versuch mit Kupfer nicht gemacht werden. Es hat sich gezeigt, dap das 
Kupfer auch in geringen Mengen von so stark schddigender Wirkung ist, 
dap die Versuchstiere dabei nur sehr kurze Zeit lebend erhalten werden konnten. 
Es wurde eine ganze Anzahl solcher Versuchsgruppen angesetzt, immer 
war die Wirkung die gleiche. Sie trat auch bei allen Altersstufen in gleicher 
Weise auf. Es ist festgestellt worden, daB unter den gegebenen Redingungen 
(KupfergefaB und Leitungswasser) der Tod eines Tieres spatestens nach 
etwa einer Woche eintrat, durchschnittlich aber schon nach 3 bis 4 Tagen 
der Einwirkung. Die in Abb. 5, b wiedergegebenen Vergleichstiere stammen 
aus einem solchen Versuch mit Kupfer. Die anderen Tiere sind jedoch 
lebend (in Chloroformnarkose, zwecks Fortsetzung des Versuchs), waihrend 
jene langst tot sind (der Versuch begann am 7. April 1930, Aufnahme am 
17. Mai 1930). Die auBerlich sichtbaren Vorginge sind dabei so, daB zuerst 
eine schnelle Abmagerung der Tiere eintritt, der Riicken kriimmt sich, der 
Kopf wird spitz und vorn abwiarts gekriimmt (vgl. Abb. 5, b), der Ruder- 
schwanz beginnt von der Spitze her einzuschrumpfen, die Pigmentierung 
hellt sich nach gelb auf, und die Tiere werden immer bewegungsloser, um 

















eves 





hs. 2 ESP AES 


250 J. Schwaibold u. F. Fischler: 


schlieBlich zu verenden. Dies alles spielt sich, wie gesagt, in wenigen Tagen 

ab. Abb. 6 zeigt noch das Ergebnis eines Versuchs an einem Aalteren Tier, 

a vor dem Versuch, b nach dreitagigem Aufenthalt in einer Kupferschale. 

Es konnte mehrfach erhartet werden, daB dies die Wirkung von geringen 

Kupfermengen ist. Zuerst wurden GefiBe aus Eisen verwendet, welche 

einen galvanischen Kupferiiberzug erhalten hatten. Anfanglich traten die 

eben beschriebenen Verainderungen auf. Sie kamen jedoch bald zum Still- 

stand und die Tiere begannen sich wieder zu erholen. Der Grund dafiir 

konnte auf die Tatsache zuriickgefiihrt werden, daB sich bald (nach 1 bis 

3 Tagen) geniigend groBe Poren in der Kupferschicht gebildet hatten, 

um durch das Auftreten einer Eisenkomponente in dem System die Lésungs- 

vorginge am Kupfer vollstandig zum Stillstand zu 

bringen. Auch die noch etwa in Lésung befindlichen 

Kupferionen werden dann abgeschieden. Weiterhin 

wurden mehrere Versuche in der Weise angestellt, 

daB Wasser mit einem Zusatz von kleinen Mengen 

Kupfersulfat in Porzellanschalen gebracht wurde. 

Enthielt das Wasser 0,002 g CuSO, im Liter und 

wurden Tiere darin gehalten, so traten ahnliche 

Erscheinungen auf wie bei Verwendung von Kupfer- 

gefaBen, jedoch spielten sie sich langsamer ab. Bei 

4 mg CuSO, im Liter war auch die Zeit, in der die 

Einwirkung erfolgte, die gleiche wie in Kupfer- 

gefaBen. Es wurde bei diesen Versuchen beobachtet, 

daB8 ununterbrochenes Vorhandensein reichlicher 

Mengen von zerkleinertem Gras die Wirkung erheblich 

verzégern konnte. Dies ist offenbar auf eine Bindung 

der léslichen Korrosionsprodukte des Kupfers durch 

gewisse Pflanzenstoffe (Chlorophyll und anderes) zu- 

riickzufiihren, wodurch entweder die Aufnahme des 

5 Meotaatier. Kupfers oder die Resorption behindert wird. _Eine 

b nach 3 Tagen im Kupfer- gravimetrische Bestimmung des Kupfers im Wasser 

versuchsgefif. ergab ahnliche Mengen, wie sie vorher bei den 

Versuchen mit CuSO, angewendet wurden. Nach 

24stiindigem Stehen im Kupfergefaé8® enthielt das Wasser 0,0014 g im Liter. 

berechnet auf Kupfer. Eine andere Wasserprobe ebenfalls nach 24stiindigem 

Stehen in Kupfer, jedoch wahrend dieser Zeit mit sechs Versuchstieren 

besetzt, enthielt 0,0009 g Kupfer, was einen Hinweis auf eine tatsiachliche 

Aufnahme von Kupfer durch die Tiere und die GréBenordnung dieser 

Menge gibt. In Wasser, welches direkt untersucht wurde, konnte bei gleicher 

Untersuchungsweise Kupfer nicht nachgewiesen werden. Aus diesen Ver- 

suchen ergibt sich die Tatsache, daB Kupfer auf Froschlarven in sehr geringer 

Konzentration eine stark toxische Wirkung besitzt. Es wurden auch ver- 

schiedene Versuchsreihen durchgefiihrt, in dexen Tiere wiederholt 24 bzw. 

48 Stunden oder bis nahe zum Verenden im KupfergefaéB gehalten wiirden. 

Wenn sie dann wieder endgiiltig in Glas oder Porzellan gebracht wurden. 

trat allmahlich wieder Wachstum und Entwicklung ein, und es resultierten 

Frésche, die zwar zunachst lebensfahig. aber doch mehr oder weniger, j¢ 

nach der Dauer der Einwirkung, geschidigt waren. Die Wirkung des 

Kupfers ist also bei kurzdauernder Einwirkung reparabel, bei langerer Ein- 

wirkung, sofern tédlicher Ausgang vermieden wird, mit dauernder Schadi 
gung verbunden. 
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Es bleibt nun noch zu versuchen, in Kiirze die Ergebnisse mit 
denjenigen anderweitiger Untersuchungen in Zusammenhang zu bringen, 
soweit deren Methoden und Ziele sie dazu geeignet erscheinen lassen. 

Eine Reihe von Untersuchungen beschiftigen sich in neuerer 
Zeit mit dem Versuch, die biologische Wertung des Aluminiums fest- 
zustellen. An verschiedensten Tierarten wurden das Metall und Ver- 
bindungen desselben, meist durch perorale Einfiihrung, gepriift. Die 
Ergebnisse waren immer gleichsinnig. Es ist nicht gelungen, bei den 
jeweiligen Versuchsbedingungen irgendwelche Erscheinungen zu beob- 
achten, die als eine Wirkung der Al-Substanzen hatte angesehen werden 
kénnen. Eines besonderen Hinweises verdient in diesem Zusammen- 
hang vielleicht ein Versuch!, bei dem Ratten durch vier Generationen 
taglich zusatzlich 2 mg Aluminium (als Al-Alaun) erhielten, ohne daB 
nach dieser Zeit die Versuchstiere sich von den Kontrolltieren unter- 
schieden. Diese Beobachtungen sind auch in Ubereinstimmung mit 
dem gutartigen Verhalten des Aluminiums gegeniiber Bakterien, wie 
eigene und anderweitige? Versuche zeigten. Gegenteiliges ist bisher 
nur in mehr oder weniger unbelegten Vermutungen angefiihrt worden. 
Irgendwelche Einwirkung des Aluminiums konnte in den vorliegenden 
Untersuchungen nicht festgestellt werden. 

Die Ergebnisse der verschiedensten Untersuchungen iiber das 
Zink sind durchaus uneinheitlich. Die Versuche, welche als Ergebnis 
das Zink als notwendig zum Leben, sei es der Pflanze, niederer Orga- 
nismen oder des Warmbliiters, betrachten, sind in der Zahl gering 
und zum Teil wohl auch nicht als beweisend anzusehen. Auf der anderen 
Seite fiihrten eine Reihe von Untersuchungen zu dem Ergebnis, daB 
Zinksalze schadigend auf pflanzliche und tierische Lebensvorginge 
einwirken® 3, Kine weitere Gruppe von Untersuchungen schien fiir 
eine Indifferenz des Zinks zu sprechen*. Andererseits ist die E’genschaft 
dieses Metalls als Enzymgift erwiesen. Die Versuche mit Froschlarven 
unter dem EinfluB von natiirlichen Korrosionsprodukten des Zinks haben 
erwiesen, dap solche Zinkabkémmlinge eine ganz erhebliche Wirkung auf 
den lebenden Organismus im Sinne einer villigen Hemmung des Wachstums 
und der Entwicklung auszuiiben vermégen. Falls die Wirkung nicht zu 
lange fortgesetzt wird, ist der dadurch eingetretene anormale Zustand 
reversibel. Das Auftreten desselben war unzweideutig und immer 
wieder reproduzierbar. Wenn anderweitige Beobachtungen, die in 


1 V.C. Myers u. I. W. Mull, Journ. of biol. Chem. 78, 6(€5, 1928; 
vgl. auch C. Massatsch u. H. Steudel, diese Zeitschr. 220, 239, 1930. 

2 Z. B. G. Tamann u. W. Riendcker, Zeitschr. f. anorgan. Chem. 1790, 
288, 1927. 

3 Vgl. M.Gracamin, diese Zeitschr. 194, 215, 1928. 

4 Z. B. V.G. Heller u. A. D. Burke, Journ. of biol. Chem. 74, 85, 1927. 
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dieser Richtung weisen, nicht gemacht worden sind, so laBt sich vielleicht 
eine Erklarung damit finden, daB unbekannte Nebenumstande in diesen 
Fallen eine Auswirkung des Zinks verhindert haben. 

Bei Eisen liegen die Verhaltnisse insofern einfacher, als eine 
schadigende Wirkung durch dasselbe so gut wie nicht in Frage kommt. 
Uber den Wert und die Wirkung von experimentell zugefiihrten héheren 
Dosen sind die Anschauungen geteilt. Teils konnte férdernde Beein- 
flussung des Stoffwechsels und des Wachstums festgestellt werden, 
teils wurde irgendwelche Wirkung vermiBt. Eine natiirliche Zufuhr 
von Eisen in irgendeiner Form ist bei der Rolle des Eisens im tierischen 
Organismus unerlaBlich. Ist aber in einem Versuch diese Zufuhr von 
vornherein geniigend oder reichlich, so scheint eine weitere Erhéhung 
derselben offenbar nicht notwendig mit einer besonderen Wirkung 
verbunden zu sein. Die Versuche mit Froschlarven haben gezeigt, dap 
eine Uberschwemmung dieser Versuchstiere wihrend ihrer ganzen Lebens- 
periode mit Korrosionsprodukten des Eisens (Eisenoxydhydraten) eine 
Schddigung nicht zur Folge hat. Einige Beobachtungen deuten vielmehr 
auf eine eher giinstige Beeinflussung. Jedenfalls sind diese Eisen- 
abkémmlinge als durchaus gutartig anzusprechen!. 

Uber Zinn liegt in dieser Hinsicht nur eine sehr geringfiigige Be- 
arbeitung vor. Man gewinnt den Eindruck, den auch die Versuche mit 
Froschlarven nahelegen, daB dieses Metall entweder indifferent ist, oder 
aber, dap eine Wirkung auf den Organismus durch zu schwache Léslichkeit 
und geringe Resorption hintangehalten wird. 

Bei Kupfer liegen die Dinge noch sehr undurchsichtig und erscheinen 
verwickelt. Es spielt bei einigen niederen Tieren offenbar die Rolle 
eines lebensnot wendigen Elements, indem bei einigen wenigen Crustaceen 
und ahnlichen das Kupfer die Rolle des Eisens im roten Blutfarbstoff 
zu iibernehmen scheint. Zwar ist es auch bei héheren Tieren neuer- 
dings durch verfeinerte Untersuchungsmethoden in vielen Organen 
und Geweben gefunden worden, doch sind die Mengen fast immer so 
gering, daB man sie als zufallige Durchgangselemente betrachten kann. 
Etwas gréBere Mengen — die doch immer noch relativ gering sind 
in der Leber kénnen als Ablagerungsvorgange zur Unwirksammachung, 
wegen méglicher Schwierigkeiten bei deren Ausscheidung, angesehen 
werden. Jedenfalls ist auch Kupfer ein Enzymgift. Es ist vielleicht 
von Wert, die Wirkung des Kupfers gegeniiber einem Ferment und das 
Verhalten in diesen Untersuchungen in Vergleich zu setzen. Es zeigte 
sich z. B. bei Papain® durch Kupfer eine Hemmung von 50°, bei 
einer Konzentration von gleicher GréBenordnung, wie sie bei diesen 


1 Vgl. M. Kochmann u. H. Seel, diese Zeitschr. 198, 362, 1928. 
2 H. A. Krebs, diese Zeitschr. 220, 283, 1930. 
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Versuchen durch natirliche Korrosion auftreten. Im letzteren Falle, 
also am lebenden Gesamtorganismus, war die Schaidigung offensichtlich 
noch viel weitgehender. Die Schadigung des Papains durch Zink war 
etwa viermal schwacher. Auch bei Froschlarven zeigte sich eine er- 
heblich schwachere Gesamtwirkung. Aluminium, Eisen (auch in groBen 
Mengen) und Zinn zeigten keine hemmende Wirkung auf Papain, wie 
sie auch in diesen Versuchen sich indifferent zeigten. Die schadigende 
Wirkung auf Bakterien ist bekannt und verschiedentlich neuerdings 
eingehend untersucht und bestétigt’. Wenn trotzdem  vereinzelt 
Férderung von Mikroorganismen beobachtet wurde?, so mag dies 
auf eine Dosierung zuriickzufiihren sein, welche noch nicht toxisch 
wirkte, und méglicherweise einen Ausnahmefall bei bestimmten Orga- 
nismen darstellt. Es sind auch Versuche* bekannt gegeben worden, 
aus denen hervorgehen soll, daB geringe Mengen Kupfer eine Animie 
von Ratten bei Ernahrung mit Milch und Eisenzugabe heilt, das Auf- 
treten der Krankheit also durch Mangel an Kupfer verursacht ist. 
Doch scheint dieser SchluB bei der Undurchsichtigkeit der Vorginge 
gerade in diesem Sonderfall weiterer experimenteller Grundlagen zu 
bediirfen. Im ibrigen sind Untersuchungen tiber die biologische Wertung 
des Kupfers an héheren Tieren wenig zahlreich und die Frage ent- 
sprechend unbeantwortet. Die Versuche mit Froschlarven haben eine 
iiberraschend tiefgehende Einwirkung des Kupfers gezeigt. Sehr geringe 
Mengen der Korrosionsprodukte des Kupfers haben derart toxisch gewirkt, 
dap die Versuchstiere immer in kurzer Zeit starben. 

Diese Untersuchungen haben manche Anschauungen und For- 
schungsergebnisse bestatigt. Es diirfte bis jetzt noch kein Versuch 
durchgefiihrt worden sein, bei dem ein Organismus wahrend relativ 
so langer Zeit mit solehen Mengen von Eisenverbindungen iiberschwemmt 
worden ist, und so auf besonders drastische Weise die biologische Gut- 
artigkeit des Eisens gezeigt werden konnte. Ebenso weist das Ver- 
halten des Kupfers und Zinks auf ungeléste Fragen von erheblicher 
wissenschaftlicher und praktischer Bedeutung hin, die auf Beantwortung 
warten. Es ist in dieser Mitteilung im wesentlichen nur von der Inten- 
sitat der verschiedenen Wirkungen die Rede gewesen. Es bleibt die 
Méglichkeit, daB eine noch durchzufiihrende histologische Analyse 
naheres tiber die Art der in Erscheinung getretenen Metalleinwirkungen 
aufzeigen wird. 


1 Vgl. G. Tamann u. W. Riendcker, |. ¢.: S. Kuwada u. T. Suzuki, 
Chem. Centralbl. 1980, IT, 2405; N. Leitner, diese Zeitschr. 221, 42, 1930. 

2 Vgl. H. Bortels, ebendaselbst 182, 301, 1927. 

3 J. Waddel, H. Steenbock, J. Evelhjem, B. Hart, Journ. of biol. Chem. 
83, 251, 1929; vgl. auch Z. S. McHargue. D. J. Healy u. F.S. Hill, eben- 
daselbst 78, 637, 1928. 





























Berichtigung zu der Veréffentlichung von M. Giuffré: 
Gleichgewichte 
zwischen Eieralbumin, Calecium- und Kaliumsalzen. 


(Diese Zeitschr. 229, 296. 1930.) 


S. 297, Zeile 15 von oben: lies Northrop statt Northrap. 
S. 302 und 303 im Kopf der Tabelle, zweite Reihe: lies Verbrauch an 
Permanganat etwa n/200 in Kubikzentimeter. 


S. 303 im Kopf iiber der zweiten Vertikalreihe: lies Milliaquivalents 
statt Milliaquivalente Ca(C},. 


S. 303, zweite Vertikalreihe, Zeile 5 von unten: lies Albumin-py 6.41, 


statt po = 6,41. — Zeile 3 von unten: lies Albumin-py = 4,91, statt pa = 4.91. 


S. 304, unterste Reihe der Tabelle: lies 11061 statt 1061. 


8.306 , im Kopf iiber der dritten Vertikalreihe: lies analysierte Fliissig 
keitsmenge statt analytische Fliissigkeitsmenge. 


S. 309, Zeile 8 von oben: lies KCl statt KCl,. 
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Die Cholesterine im Strukturverbande des Protoplasmas. 


VIL. Mitteilung: 
Untersuchungen an der Rindergalle, 


Von 


G. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn- Poppelsdortf.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Unter normalen Verhaltnissen reguliert die Leber den Cholesterin- 
gehalt des Koérpers (1) (2) (3) und bringt Cholesteriniiberschiisse durch 
die Galle zur Ausscheidung. Im allgemeinen soll das Nahrungscholesterin 
den Cholesteringehalt der Galle nicht wesentlich beeinflussen, was 
sich aus den Untersuchungen der Naunynschen Schule (4) (5) (6) (7) 
ergibt. Ebenso fand Martiri (8) nach groBen Cholesterindosen kein 
Ansteigen des Gallencholesterins. Dasselbe beobachteten Amato (9), 
sowie Czyhlarz, Fuchs und v. Fiirth (10) nach reichlicher Cholesterin- 
fiitterung, jedoch stellten die Verfasser eine Vermehrung des Cholsaure- 
gehalts fest. 

Wenn nun auch eine Hypercholesterinamie nicht stets zu einer 
Vermehrung des Gallencholesterins fiihrt (11), so steht doch der Chole- 
steringehalt der Galle in Beziehung zum Blutcholesterinspiegel. Denn 
lipoidfrei ernihrte Hunde mit niederem Blutcholesterinwert haben 
nach Stepp (12) auch sehr wenig Cholesterin in der Galle, und Roth- 
schild (13) findet bei taglicher Cholesterinverfiitterung an Kaninchen 
sehr bald ein Ansteigen des Cholesteringehalts in der Galle. Andererseits 
zeigen nach Goodman (14) Gallenfistelhunde bei eiweiBreicher Nahrung 
und nach Blutzufuhr eine erhéhte Cholesterinausscheidung mit der 
Galle. Ferner vermehrt sich das Gallencholesterin, wenn durch 
Toluylendiamin kiinstlich ein starkerer Zerfall von Erythrocyten 
herbeigefiihrt wird. 

Die Cholesterinausscheidung durch die Galle hangt somit von 
verschiedenen Faktoren ab, deren Mengenbeurteilung durch das gleich- 
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zeitige Auftreten seiner Oxydationsprodukte, der Gallenséuren, nur 




























































noch komplizierter wird. Es besteht zwar in der Gallenfliissigkeit ein 

Parallelismus zwischen ausgeschiedener Cholesterin- und Gallensaure- 

{ menge, unter besonderen Bedingungen verschiebt sich aber dieses 
; Verhaltnis, wie aus oben angefiihrten Versuchen hervorgeht. Thann- Ge 
hauser (15) findet allerdings in seinen Versuchen am Menschen nach Che 
Beigabe von resorbierbarem Cholesterin zur Nahrung die in den Fazes on 
ia enthaltene Gallensiuremenge nicht verandert. Das beweist aber nicht, Ox: 

wie Schulz (16) sagt, daB nicht doch mit der Galle mehr Gallensaéuren 
in den Darm entleert worden sind, da ja eine betrachtliche Riick- ole 
resorption von Gallensduren stattfindet. die 
Die gekennzeichnete Bedeutung der Galle fiir die Ausscheidung has 
iiberschiissiger Cholesterinmengen aus dem Organismus lieB es an- Che 
Wh gezeigt erscheinen, die Untersuchungen tiber Mengen und Form normaler gef 

Gallencholesterine in die Reihe der Mitteilungen (17) (18) (19) (20) (21) (22) 
Ht einzuschlieBen. ies 
i Experimenteller Teil. Sch 
j ii Der Inhalt der Gallenblasen einiger jahriger Rinder wurde unmittelbar cho 
$ i i nach der Schlachtung vereinigt und die gesamte Fliissigkeit als Ausgangs- is 
a ef material verwendet. Die schleimigen Beimengungen wurden, um eine des 
vie & homogene und gleichmaBig flieBende Mischung zu erhalten, mit einer den 
ae Drahtspirale zerschlagen. Die Hydrolyse der Gallenfliissigkeit mit 2° iger Die 
¢ Natronlauge ist ohne Schwierigkeiten durchzufiihren, so daB sehr bald an 

fi: ein vollkommen reines Gesamtcholesterin erhalten wird. Die auf diese 

Weise gefundenen Mengen an Cholesterinsubstanz und deren Zusammen- 

setzung sind in Tabelle I zusammengestellt. 
Tabelle I. 
= p Gesamt- ; Digitonin- Cholesterin Oxy- Cholesterin- 
Einwage cholesterin cholesterin + Oxycholesterin  cholesterin ester 
g g g g g g 














"15.983 0,0149 0,0362 0,0088 0,0019 0,0061 
32.776 09815 0.0778 0.0189 0.0039 0.0121 
25,210 0,0284 0.0576 0.0140 0.0030 0.0097 






Das Gesamtcholesterin ist eine kriimelige, knetbare Masse, gelb 
gefarbt und von schwach aromatischem Geruch. Der Schmelzpunkt 
liegt mit 107 bis 108° unverhaltnismaBig tief; schon mehrere Grad 
unter dem Schmelzpunkt wird die Masse glasig, schrumpft zusammen, 
so daB auch hier anzunehmen ist, die Cholesterine werden, besonders 
















7 . a , ‘ , 
a unter der gleichzeitigen Anwesenheit von Oxycholesterin, von ihren 
; i beigemengten éligen Estern vorzeitiger gelést, als nach ihrem Mischungs- 

a verhaltnis zu erwarten ist. 

wee 


Die prozentuale Verteilung der Cholesterinkomponenten im Gesamt- 
cholesterin und deren Schmelzpunkt, sowie die Zusammensetzung der 
Cholesterinester, sind aus Tabelle II ersichtlich. 
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Tabelle 11. 





=— = 


In 100 g frischer Anteil am 


Material : Substanz Schmelzpunkt Gesamt- 
cholesterin 
Rindergalle 0}, UT 0/9 
Gesamtcholesterin ........ 0,0943 107—108 - 
Cholesterin + Oxycholesterin . . . 0,0563 138,8 59,70 
ONEME 5 5 i ics. Ge Se 0,0119 -- 12,60 
Chometermester . .. ~..,+.. 0,0378 36—38 40,08 
Oxycholesterinélsaureester . eae 0,0378 36—38 40,08 


Nach Lifschitz (23) enthalt die Rindergalle keine Spur von Oxy- 
cholesterinen, auch sollen sie im Leberfett fast ganzlich fehlen. Wie 
die Tabellen zeigen, kommen nach meinen Untersuchungen sowohl 
in der Leber (20) als auch in der Galle betrachtliche Mengen oxydierten 
Cholesterins vor, die gegeniiber den in anderen organischen Materialien 
gefundenen Mengen sogar als sehr groB bezeichnet werden kénnen. 

Das Vorhandensein von Oxycholesterin in der Galle wurde, gemaB 
den friiher gemachten Angaben, aus dem um 7,7° niedriger gelegenen 
Schmelzpunkt der fallbaren Cholesterine gegeniiber dem des Rein- 
cholesterins errechnet, und es hat sich dabei ergeben, daB der Wert 
des oxydierten Cholesterins im Gesamtcholesterin der Galle mit 12,60 °,, 
dem in der Leber mit 12,20”, 
Die Anwesenheit von Oxycholesterin ist qualitativ auch mikroskopisch 
an seinen typischen Drusenformen zu erkennen. Die Abb. 1 stellt 


gefundenen ungefaihr gleichkommt. 


7 
nate C. 
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258 G. Pfeiffer: 
den Riickstand einer langsam verdunsteten alkohol-atherischen Lésuny 
des Gesamtcholesterins der Galle bei etwa 100facher VergréBerung 
dar; in derselben sind die verschiedenen Cholesterinkomponenten 
unschwer zu unterscheiden. 

Stellt man nun weiter den Oxycholesteringehalt der fallbaren 
Cholesterine in der Leber mit 28,00°,, dem der Galle mit 21,10°,, ver- 
gleichend gegeniiber, so kénnte der geringere Wert an oxydiertem 
Cholesterin in der Galle vielleicht damit erkliart werden, daB die Leber 
im Verlauf der Cholesterinausscheidung einen Teil der Cholesterin- 
abbauprodukte weiter zu Gallensiuren oxydiert hat. 

Ferner geht aus den Resultaten hervor, daB die esterifizierten 
Cholesterine im Gesamtcholesterin der Leber mit 56,19°,, den Wert 
der genannten Cholesterine in der Galle mit 40,08°,, ebenfalls sehr 
erheblich tibertreffen. Das Vorkommen esterspaltender Fermente in 
der Leber ist zwar bekannt (24) (25) (26), jedoch sind die physiologischen 
Verschiebungen in dem Organ zu mannigfaltig und zu kompliziert, 
als daB diese an sich auffallenden Befunde mit Sicherheit besonderen 
Funktionen der Leber zugeschrieben werden kénnen. Aus den gleichen 
Griinden, besonders weil zu beriicksichtigen ist, daB in der Leber die 
Umsetzung der Cholesterine zu Gallensaéuren dauernd stattfindet, werden 
weitere Vergleiche zwischen den Zahlenwerten der Leber und der Galle 
zu Zwecken der Beurteilung des statthabenden Cholesterinstoffwechsels 
wahrscheinlich zu einer Unmdéglichkeit. 


Zusammenfassung. 


1. Die in der Galle jahriger Rinder vorkommende Cholesterinmenge 
und deren Zusammensetzung werden mitgeteilt. 

2. Im Gesamtcholesterin der Galle werden betrachtliche Mengen 
an Oxycholesterin gefunden. 

. 3. Der gefundene Oxycholesteringehalt im Gesamtcholesterin der 
Galle unterscheidet sich nicht wesentlich von dem friiher in der Leber 
gefundenen. 

4. Bezieht man den Oxycholesteringehalt der Galle auf die fill- 
baren Cholesterine, so weist derselbe unter den gleichen Bedingungen 
gegeniiber der Leber eine Abnahme von etwa 25°, auf. 

5. Die Verringerung des Oxycholesterinanteils in den fallbaren 
Cholesterinen der Galle im Vergleich zur Leber kann mit der teilweisen 
weiteren Oxydation der Oxycholesterine zu Gallensiuren durch die 
Leber erklirt werden. 

6. In der Leber wird ein gréBerer Wert fiir Cholesterinester ge- 
funden als in der Galle. Dieser Befund wird jedoch aus verschiedenen 
Griinden nicht als Beweis fiir das Vorkommen eines esterspaltenden 
Ferments in der Leber angesehen. 
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chemischer Konstitution und biologischer Wirkung. II. 
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(Aus dem Sasaki-Laboratorium im Kyoundo-Hospital zu Tokio.) 
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In der ersten Mitteilung iiber diesen Gegenstand! hat Sasaki den 
Vorschlag gemacht, diejenigen Substanzen, welche bei Versuchstieren 
nach subkutaner Injektion eine eigenartige motorische Dyskoordination 
mit Rigiditét der Skelettmuskulatur und schlieBlicher Hypokinese 
bzw. Akinese hervorzurufen imstande sind, mit einem kurzen Ausdruck 
die amyostatischen Gifte, im Hinblick auf ihre chemische Konstitution 


















systematisch zusammenzustellen. Das Phanomen entspricht in der 
Tat dem amyostatischen Symptomenkomplex (Striimpell) bzw. dem 
akinetisch-rigiden Syndrom (Foerster) der menschlichen Pathologie. 
Da das motorische Geschehen ja einen wesentlichen Bestandteil des 
animalischen Lebens bildet, haben die Koordinationsstérungen der 
Motilitét von alters her bei den Pathologen die gréBte Beachtung 
gefunden. Die Erforschung solcher Krankheitsprozesse hat durch 
die Aufklarung der Encephalitis epidemica durch v. Economo neue An- 
regung erhalten. Dagegen wurde die Auffindung von Substanzen, 
deren Einverleibung bei Organismen derartige Erscheinungen herbei- 
fiihrt, bisher dem Zufall iiberlassen. Es sollte eigentlich unter Sub- 
stanzen von wohlbekannter chemischer Konstitution, bei denen eine 
soleche Wirkung mutmaBlich ist, danach gefahndet werden. In der 
Tat entfalten nach unseren Versuchen die meisten stickstoffhaltigen 
Lokalanisthetika nach subkutaner Applikation einer bestimmten 
Dosis in einer starken Konzentration (5 bis 10: 100) bei Versuchs- 
tieren als Resorptionswirkung solche merkwiirdigen Wirkungen, und 
zwar je nach der Konstitution in verschiedener Art, wahrend bei dem 
stickstofffreien Lokalanaisthetikum Benzylalkohol? kaum eine solche 
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1 Journ. of Biochem. 12, 429, 1930. 
2? —P. I. Macht, Journ. of Pharm. a. exper. Therap. 11, 163, 1918. 
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Eigenschaft festzustellen ist. Daraus geht hervor, daB ein einziger 
Faktor, wie z. B. die Lipoidléslichkeit usw., allein keinen zufrieden- 
stellenden AufschluB tiber die Ursache dieser Wirkung gibt, sondern 
daB auch struktur-chemische Uberlegungen fiir die weitere Entwicklung 
der biologischen Erkenntnis von groBem Nutzen sein sollten. Offenbar 
handelt es sich bei dem Phinomen um eine Stérung des sogenannten 
extrapyramidal-motorischen Systems! im engeren Sinne. Eine solche 
neuropathologische Untersuchung der allgemeinen Resorptionswirkung 
wurde im Hinblick auf die chemische Konstitution unseres Wissens 
leider bisher von niemandem unternommen, da die Lokalanasthetika 
bekanntlich meist nur praktisches Interesse fanden. 


3-Amino-hydrocarbostyril, d. i. 3- Amino-2-Oxy-3, 4-Hydrochinolin?, 


H 

i 

N N 

y \ 
“N/\co “NCOoH 

| bzw. 

. \cHNH, .. JCHNH, 
A CANE UA CHE 

CH, CH, 


hat eine typische amyostatische Wirkung, wahrend 1- und 7-Amino- 
hydrocarbostyril*:* keine solche Wirkung zeigen. 


NH 
; \ 
NH,’ \” \co NH, SNH 
fv _/ole \ /£ 0062 Hs 
CH, 


Im Gegensatz zum 7-Amino-hydrocarbostyril, das nichts anderes 
als das innere Anhydrid der 2, 4-Di-amino-phenyl-propionsaure ist, 
gehoren 2, 4- Diaminobenzoesiureathylester und seine Stellungsisomeren, 
bei denen die Carboxylgruppe verestert und die beiden Aminogruppen 
frei sind, nach unseren Versuchen ebenfalls zu den amyostatischen 
Giften. Da® 7-Amino-hydrocarbostyril nicht einfach auf Grund seiner 
im Vergleich mit dem 2, 4-Di-amino-benzoesiureester geringeren Ba- 
sizitat diese Wirkung verloren hat, geht aus der Tatsache hervor, 
daB 3-Amino-hydrocarbostyril durch weitere Aminierung nicht nur 


* Vgl. 1. Mitteilung und N. Hayashi, Mitt. d. med. Ges. Tokio 44. 
527, 1930. Histopathologisch hat J. Wake im hiesigen Laboratorium 
degenerative Veranderungen hauptsiéchlich selektiv in Pallidum und 
Substantia nigra bei 3-Amino-hydrocarbostyril-, Novocain- und Acoin- 
vergiftung (Kaninchenversuch) nachgewiesen. 

2 H. Ueda, Ber. 61, 146, 1928. 

3 EK. Fischer u. H. Kuzel, Liebigs Ann. 221, 282, 1883. 

* S. Gabriel u. J. Zimmermann, Ber. 12, 602, 1879. 
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keine Zunahme der Wirkung erfahrt, sondern ganzlich indifferent 
wird. Es hat sich namlich herausgestellt, daB 3, 6-Di-amino-hydro- 
carbostyril kaum eine Wirkung zeigt. Merkwirdigerweise ist p-Amino- 
phenyl-a-alanin-ester gleichfalls ganz wirkungslos, wahrend das innerc 
Anhydrid des o-Amino-phenyl-c-alanins, d.i. 3-Amino-hydrocarbo 
styril, ein typisches amyostatisches Gift ist. 


Auch hier spielt die Basizitat keine Rolle. 


H 
| 
N 
\ 7 ‘co 


| I | 
NH, . JCHNH, 
CH, 


3, 6- Di-amino-hydrocarbostyril (1) wurde durch Nitrierung und 
nachfolgende Abspaltung der Acetylgruppe und Reduktion aus 3-Acet- 
amino-hydrocarbostyril dargestellt. Zur Konstitutionsermittlung wurde 
der Nitrokérper aus 3-Acetamino-hydrocarbostyril nach der Abspaltung 
der Acetylgruppe mit Kalium-nitrit behandelt und die  gebildete 
Substanz mit 6-Nitro-carbostyril' identifiziert. Die Konstitution der 
Substanz war somit als die des 3, 6-Di-amino-hydrocarbostyrils er- 
wiesen. Zum Zwecke der vergleichenden Untersuchung wurden fin 
von den sechs stellungsisomeren Di-amino-benzoesdureathylestern, mit 
Ausnahme des 2, 6-Esters?, auf dessen Synthese wegen starker Ver- 
harzung verzichtet werden muBte, dargestellt. 

NH, NH, 


~ 7 


O \ r i. * \w y z 
NH 4 NH, » (\NB, NA, 


hee." \NH, 
Ul ut | Vv) lv | VI 
\ JNHy \ Nie \ /NE: ce ys 


COOC,H,  COOC,H, COOC,H,  G00cC,H, CO OC, HI 


| 
| 


2, 3-Di-amino-benzoeséure (II) wurde von B. Schilling? wegen 
seiner interessanten Eigenschaft, mit Zuckerarten gut charakterisierbare 
Kondensationsprodukte zu bilden, dargestellt; der Athylester wurde 


1 Die zuerst von P. Friedlander u. M. Lazarus als (y)-Nitrocarbostyri! 
bezeichnete Substanz (Liebigs Ann. 229, 245, 1885) wurde spater von 
H. Decker u. N. Kasatkin als 6-Nitrokérper identifiziert. H. Decker, Jouri 
pr. Chem. 64, 85; Chem. Centralbl. 1901, IT, 641. 

2 2. 6-Dinitrobenzoesiure wurde zuerst von P.Gries dargestellt. 
Ber. 7, 1225, 1874, auch H. A. Sirks, Rec. Tr. Chim. 27, 217, 1908, vz!. 
auch die interessante Synthese der 2-Amino-6-nitrobenzeesiure aus Nitro 
phthalimid (6. 1.2.) durch Anwendung der Hofmannschen Reaktio: 
H. Seidel, Ber. 34, 4351, 1902. 

3 Ber. 34, 902, 1901. 
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nicht von ihm beschrieben. Zur Darstellung von 2, 3-Di-amino-benzoe- 
saure-athylester-chlorhydrat haben wir 2-Nitro-3-Acetaminobenzoe- 
sdure, die er durch Nitrierung der m-Acetamino-benzoesiure gewann, 
wie ublich mit salzsiurehaltigem Alkohol und Zinn verestert, reduziert 
und entacetyliert. 2, 4-Di-amino-benzoesaure-athylester-chlorhydrat 
(111) wurde durch Veresterung von Di-nitro-benzoesaéure! und darauf- 
folgende Reduktion dargestellt. 2, 5-Di-amino-benzoesaure-athylester- 
chlorhydrat (IV) wurde zuerst von Haeussermann und Teichmann? aus 
2, 5-Di-nitro-benzoesdure synthetisiert. Wir haben statt der Dinitro- 
saure 5-Nitro-2-Acetamino-benzoesiure aus Anthranilséure*® verestert 
und sodann nach Haeussermann reduziert. 3, 4-Di-amino-benzoesaure- 
iithylester (V) wurde schon von £. Ritsert und E. Epstein* dargestellt. 
3, 5-Di-amino-benzoesaure-athylester> (VI) haben wir ganz nach der 
Vorschrift von C. Haeussermann und H. Teichmann dargestellt. 


Erwahnt sei noch, daB die Ausbeuten bei simtlichen Di-amino- 
benzoesaureestern noch viel zu wiinschen iibrig lassen. Sie sind vor- 
laufig nur von theoretischem Interesse. Zu bemerken ist ferner, daB 
E. Ritsert und E. Epstein durch Nitrierung von p-Acet-amino-benzoe- 
saure 3-Nitro-4-Acetamino-benzoeséure erhalten haben, wahrend, wie 
erwahnt, aus o-Acetamino-benzoesiure 5-Nitrokérper, aus m-Acet- 
amino-benzoesdure 2-Nitrokérper als Hauptprodukte® gewonnen 
wurden. 


Zu den Tierversuchen wurden die Chlorhydrate verwendet. In 
bezug auf die letale Dosis ist der 2, 4-K6rper fiir die Maus am giftigsten; 
sie betragt etwa 3 mg in wasseriger Lésung (1 : 50) pro 10 g. Es folgt der 
2, 5-Koérper, der halb so giftig ist. Die anderen drei Isomeren (2,3, 
3,4 und 3,5) sind ungefahr gleich, und zwar wieder halb so giftig. Merk- 
wurdigerweise wirken auf Meerschweinchen der 3, 4- und der 3, 5- 
K6érper schon in einer Dosis von 0,01 g pro 100 g (Konzentration 1 : 20) 
tédlich, waihrend der 2, 4- und der 2, 5-Kérper im Gegensatz zu den 
Verhaltnissen bei der Maus weit weniger giftig sind. Am wenigsten giftig 
fiir Meerschweinchen ist der 2, 3-Kérper. Ein Meerschweinchen iiber- 


1 Th. Curtius u. H. Fr. Bollenbach, Journ. pr. Chem. 76, 281, 1907; 
Chem. Centralbl. 1908, I,, 35. 

2 C. Haeussermann u. H. Teichmann, Journ. pr. Chem. 52, 428, 
Chem. Centralbl. 1896, I, 106. 

3 L.C.C. Baly, W. B. Tuck u. E.G. Marsden, Journ. Chem. Soe. 
London 97, 1502, 1910. 

4 Chem. Centralbl. 1904, I, 1587. 

5 Journ. pr. Chem. 51, 526; Chem. Centralbl. 1895, 1!, 43. 

® Je nach den Bedingungen soll sich dabei entweder 2-Nitro-3-acet- 
amino- oder 5-Nitro-3-acetamino-kérper als Hauptprodukt bilden. Vel. 
auch Bayers Patent, Chem. Centralbl. 1899, I1, 699. 
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lebt unter Umstianden sogar die subkutane Injektion dieser letzten Sub- 
stanz in Mengen von 0,1 g pro 100g. Auffallend ist bei der subkutanen 
Einverleibung des 2, 3-Kérpers, daB dem ‘Tier (Meerschweinchen) die 
sogenannten Koérperstellreflexe ziemlich hartnackig erhalten bleiben. 
Bei Vergiftungsversuchen mit den iibrigen vier Substanzen treten 
allerdings das Seitenfallen und die Rigiditaét in den Vordergrund. 


Bei der Untersuchung erfreuten wir uns der Hilfe der Herren J. Otsuka 
und 7’. Hashimoto, wofiir wir unseren besten Dank sagen. 


Beschreibung der Versuche. 


Versuche zur Synthese von 3-Amino-hydro-carbostyril nach der Hydantoin- 
methode von Wheeler. 


In der vorigen Mitteilung wurde berichtet, daB die Hydantoinmethode, 
die sich in den meisten Fallen hervorragend bewahit hat, bei der Anwendung 
auf o-Nitrobenzaldehyd wegen der starken Verharzung versagte. Die 
Kondensation von Hydantoin mit p-Nitrobenzaldehyd zu p-Nitro-benzal- 
hydantoin geht dagegen ganz glatt vonstatten'. Die Darstellung von 
3-Amino-hydrocarbostyril aus Acetylhydantoin® und o-Nitrobenzaldehyd 
zeitigt auch recht zufriedenstellende Ergebnisse. Bei der Kondensation 
nach dem Verfahren von Wheeler tritt Abspaltung der Acetylgruppe® ein. 
o-Nitro-benzal-hydantoin wurde dabei als Kondensationsprodukt gewonnen. 

2,8g Acetyl-hydantoin wurden mit 4,5 g o-Nitro-benzaldehyd, 4 ¢ 
wasserfreiem Natriumacetat und 8 ccm LEisessig versetzt und im Olbad 
3 Stunden lang auf 130 bis 135° erhitzt. Das nach dem Erkalten erstarrte 
Reaktionsprodukt wurde zuerst sorgfailtig mit warmem Wasser und sodann 
mit wenig warmem Alkohol gewaschen. Die Ausbeute an roher Substanz 
betrug 3,4 g, mithin etwa 72% der Theorie. Die schwach gelben Kristalle 
sind wenig léslich in heiBem Alkohol, léslich in warmem Lisessig, und 
schmolzen bei etwa 300° (unkorr.) unter Zersetzung. Die rohe Substanz 
kann zur weiteren Synthese verwendet werden. 

Das Kondensationsprodukt lieB sich nur schwer ohne groBe Verluste 
analysenrein gewinnen. 

* Zur Analyse wurde die Substanz mehrmals aus Eisessig umkristallisiert 
und bei 100° getrocknet. 

0,0591 g Substanz: 0,1124 g CO,, 0,0193 g H,O. 

0,0664 g = 10,7 cem Ny, (26°, 741,1 mm). 

Cy)H,O,N;. Ber.: C 51,49, H 3,03, N 18,03. 
Gef.: C 41,87, H 3,65, N 17,95. 

1,0 g Kondensationsprodukt (roh) wurde mit 20cem HJ (D 1,7) 
und 0,5 g rotem Phosphor versetzt und 2 Stunden lang unter RiickfluB- 
kiihlung gekocht. Nach dem Erkalten wurde das Reaktionsprodukt mit 
Wasser verdiinnt und filtriert. Das Filtrat wurde unter vermindertem 
Druck ganz eingedampft. Der Riickstand wurde von neuem in Wasse1 


' H. L. Wheeler u. Ch. Hoffmann, Amer. Chem. Journ. 45, 369, 1911. 

2 C. Harries u. M. Weiss, Liebigs Ann. 327, 374, 1903. 

* Uber eine abnliche Erfahrung mit Diacetyl-glycinanhydrid vel. 
H. Ueda, Journ. Chem. Soc. Japan 50, 502, 1929. 
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gelést und die Lésung nach Zusatz von Kalilauge bis zur stark alkalischen 
Reaktion mit Ather erschépfend extrahiert. Die ausgeschiedenen Kristalle 
und der Riickstand vom Aatherischen Filtrat nach dem Abdampfen des 
Athers wurden in verdiinnter Salzsiure gelést, die Lésung filtriert und 
mit Tierkohle behandelt. Durch Eindampfen der sauren Lésung wurden 
0,6 g salzsaures Salz gewonnen; die Ausbeute betrug mithin etwa 70°, 
berechnet auf o-Nitrobenzalhydantoin. 

0,1869 g Substanz: 0,1348 g AgCl. 

0,0578 g i 5,9 cem n/l0 N Hag. 

CygHyON,. HCl. Ber.: Cl 17,86, N 14,11. 
yef.: Cl 17,84, N 14,29. 

Der aus der Substanz wie iiblich dargestellte Benzoylkérper zeigte 
keine Schmelzpunktsdepression bei der Mischprobe mit dem Benzoyl- 
kérper, der aus dem nach der Glycinanhydridmethode  dargestellten. 
analysenreinen 3-Amino-hydrocarbostyril erhalten wurde. 


Synthese des salzsauren 3, 6-Di-amino-hydrocarbostyrils. 


Ne 
> a— be 


Y ‘SCO 


| | 
NH, A. /CH.NH,.2HCI 
Cm 


Acetylierung des 3-Amino-hydrocarbostyrils. 

20 g 3-Amino-hydrocarbustyril-chlorhydrat wurden in Wasser gelést 
und nach Zusatz von 40cem 10%iger Natronlauge portionsweise mit 
Essigsiureanhydrid versetzt und geschiittelt. Das Reaktionsprodukt schied 
sich alsbald kristallin aus und wurde nach dem Verschwinden des Essig- 
séiuregeruchs abgesaugt und mit wenig Wasser gewaschen. Die Substanz 
wog trocken 19,8 g. Die Ausbeute betrug mithin etwa 97°). 

Die farblosen, seidenglinzenden Kristalle sind wenig léslich in heiBem 
Wasser, aber in Ather léslich. Die aus Alkohol umkristallisierte Substanz 
schmolz bei 241 bis 242° (unkorr.). 


Zur Analyse wurde die Substanz bei 190° getrocknet. 
} g 


0.0608 g Substanz: 0,1438 g CO,, 0,0335 g H,O. 

0.0670 ¢g in 8,2 cem (25°, 740,1 mm) Ng. 
CyyHy.O,N,. Ber.: C 64,67, H 5,93, N 13,73. 
ref.: C 64,50, H 6,17, N 13,66. 


Nitrierung von 3-Acetyl-amino-hydrocarbostyril. 


10g Acetylkérper wurden in 33 ccm konzentrierter Schwefelsiure 
(D = 1,84) aufgelést und unter Kiihlung in einer Kaltemischung tropfen- 
weise mit Salpeterschwefelsiure (2,5 cem HNO, [D 1,52] und 80ccm 
konzentrierte H,S0O,) versetzt. Das Nitrierungsgemisch wurde sodann 
in Eiswasser gegossen und die ausgeschiedenen gelben Kristalle abgesaugt. 
Sie wogen trocken 9,1 g. Die aus Eisessig umkristallisierten, schwach 
braunlich-gelben Kristallnadeln erwiesen sich als Mononitrokérper; sie 
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schmolzen bei 289 bis 290° (unkorr.). Sie sind wenig in heiBem Alkohol, 
leicht in heiBem Eisessig léslich. 
Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° getrocknet. 


0,0645 g Substanz: 0,1250 g CO,, 0,0266 g H,O. 
0.0677 g - 10,2 cem (27°, 740,5 mm) Ng. 
Cy,H,O,N,. Ber.: © 52,99, H 4,45, N 16,87. 
Gef.: C 52,85, H 4,62, N 16,70. 

Aus der Mutterlauge lieBen sich noch etwa 2 g Dinitrokérper gewinnen. 
Je héher die Termperatur beim NitrierungsprozeB ist, desto mehr Dinitro- 
kérper entsteht bekanntlich auf Kosten des Mononitrokérpers. 

Zur Konstitutionsermittlung wurden 5g des Mononitrokérpers mit 
100 cem 25° iger Salzsiure auf dem Wasserbad 1 Stunde lang erhitzt 
Die ausgeschiedenen gelben Kristallnadeln wogen trocken 4,3 g. 1,8 g de 
entacetylierten Substanz wurden in warmem Wasser gelést. Nach Kiithlung 
in Eis wurde die Lésung unter Umriihren mit der berechneten Menge 
wasseriger Kaliumnitritls6ung versetzt. Nach Erwarmen auf dem Wasserbad 
schied sich eine orangegelbe ,kristalline Substanz aus. Aus Wasser um 
kristallisiert wog sie 0,6 g; sie schmolz bei 277 bis 278° (unkorr.). Bei de: 
Mischprobe mit dem schon hekannten 6-Nitrocarbostyril zeigte sie keine 
Schmelzpunktsdepression. Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° ge 
trocknet. 

0.0519 ¢ Substanz: 0,1082 g CO,, 0,0150 g H,O. 

0.0722 g ‘ 9,5 cem (25°, 744,6 mm) Ng. 

CyH,gO,Ny. Ber.: C 56,82, H 3,18, N 14,74. 
Gef.: C 56,88, H 3,23, N 14,78. 


Somit war die Stellung der Nitrogruppe in 6 bewiesen. 


Reduktion und Entacetylierung von 6-Nitro-3-Acetamino-h ydrocarbostyril. 

10 g Nitro-acetamino-hydrocarbostyril wurden mit 80 ccm konzentrierter 
Salzsiure und 20g Zinndrehspinen versetzt. Beim Erhitzen auf dem 
Wasserbad trat allmahlich Lésung ein. Die schwach gelbliche Lésung 
wurde filtriert und das Filtrat unter vermindertem Druck eingedampft 
Der Riickstand wurde von neuem in Wasser gelést, das Zinn mit Schwefel- 
wasserstoff entfernt und das Filtrat eingeengt. Das so gewonnene schwach 
rétliche Kristallpulver wog trocken 6,5 g. Die Substanz war bei 300° noch 
nicht geschmolzen. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° getrocknet. 


0,0965 g Substanz: 0,1116 g AgCl. 
0,0703 g i 8.4cem n/10 N Hs. 
CyH,ON,.2 HCI. Ber.: Cl 28,36, N 16,81. 
Gef.: Cl 28,61, N 16,73. 
Im Gegensatz zu 3-Amino-hvdrocarbostyril laBt sich die freie Base nicht 
mit Ather extrahieren. 


Darstellung von d,l-p-Amino-phen yl-x-alaninath ylester-chlorh ydrat. 


Da _ p-Amino-phenyl-c-alaninathylester noch nicht beschrieben ist. 
haben wir ihn aus p-Amino-phenylalanin wie iiblich dargestellt. 10 g d. |- 
p-Amino-phenylalanin wurden in 100 cem absolutem Alkohol suspendiert 
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Nach dem Einleiten von trockenem Chlorwasserstoff léste sich die Substanz 
allmablich auf. Nach und nach schied sich das Chlorhydrat kristallin aus. 
SchlieBlich erstarrte das ganze Reaktionsprodukt; es wurde nach dem 
Erkalten abgesaugt und mit wenig Alkohol gewaschen. 

Die iiber Atzkali getrocknete Substanz wog 15,1 g, mithin 96%, 
der Theorie. 

Das Chlorhydrat ist léslich in Wasser und Alkohol, kaum léslich in 
Ather, Chloroform, Aceton und Benzol. Es schmolz bei 243 bis 244° (unkorr.) 
unter Zersetzung. 

Zur Analyse wurde die aus Alkohol umkristallisierte Substanz bei 
100° getrocknet. 


0.1140 g Substanz: 8.3 cem n/10 N Hs. 
Cy, HygO.N,-2 HCL Ber.: N_ 10,00. 
Gef.: N 10,20. 


Synthese der salzsauren Di-amino-benzoesdure-ath ylester. 
Den 3, 4-! und den 3, 5-K6rper? stellten wir ganz nach den Vorschriften 
in der Literatur dar. 


Darstellung von 2, 3-Di-amino-benzoesdurcdathylester-chlorh ydrat. 


NH, 


NH,.2HCl 
COOC, H, 


13g  2-Nitro-3-Acetamino-benzoesiure, welche nach 2B. Schilling® 
durch Nitrierung der m-Acetamino-benzoesaéure gewonnen wurde, wurden 
in absolutem Alkohol durch Einleiten von trockenem Chlorwasserstoff 
verestert und unter Zusatz von Zinnspainen auf dem Wasserbad kurz erhitzt. 
So wurden die Acetylabspaltung, Veresterung und Reduktion auf einmal 
durehgefiihrt. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck zur Trockne 
eingedampft und der Riickstand wieder in Wasser gelést. Nach Ent- 
fernung des Zinns mit H,S wurde das Filtrat mit Tierkohle behandelt und 
unter vermindertem Druck eingeengt. Die Lésung verfarbt sich nach und 
nach. SchlieBlich wurde sie im Vakuumexsikkator iiber H,SO, und Atz- 
kali weiter stark eingeengt. Die so gewonnene Substanz wurde wieder in 
Wasser gelést und mit Tierkohle behandelt. Das Filtrat wurde wiederum im 
Vakuumexsikkator eingeengt. Das so gewonnene schwach rétliche, feine 
Kristallpulver zersetzte sich bei 219 bis 220° (unkorr.) unter Braunfarbung. 
Das salzsaure Salz ist in Wasser und Alkohol léslich. 


Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° in vacuo getrocknet. 


0.0669 g Substanz: 5,4cem n/10 NH, 
CygHyO.N,Cl. Ber.: N 11,08. 
Gef.: N 11,30. 
' C. Haeussermann u. H. Teichmann, |. e. 
2 E. Ritsert u. E. Epstein, |. ¢ 
3 B. Schilling, 1. e. 
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Darstellung von 2, 4-Di-amino-benzoesdure dthylester-chlorh ydrat. 


NH, 


NH, .2HCl 
CO OC, H,; 
2, 4-Di-amino-benzoesiure-ithylester und sein salzsaures Salz_ sind 
unseres Wissens noch nicht beschrieben, obwohl die freie Saure und 4-Nitro- 
anthranylsaéure-athylester schon von einigen Autoren! synthetisiert wurden. 


Zur Synthese des Di-aminoséureesters wurde 2, 4-Di-nitro-benzoeséure 
athyvlester nach Curtius und Bollenbach? dargestellt. 9,0 ¢ Ester wurden 
in 90cem warmem Alkohol aufgelést und wie iiblich mit 30 eem kon- 
zentrierter Salzsiture und 15g Zinnspéne vorsichtig auf dem Wasserbad 
reduziert und wie iiblich weiter behandelt. Das aus Alkohol umkristallisierte 
Chlorhydrat zersetzte sich bei 203 bis 204° (unkorr.) unter Gasbildung. 
Zur Analyse wurde die Substanz tiber konzentrierter H,SO, in vacuo 
getrocknet. 
0,1352 g Substanz: 10,8 cem n/lO0 N Hg. 
CyH,,0,N,Cl. Ber.: N 11,08. 
Gef.: N 11,19. 


, 


Darstellung von 2, 5-Di-amino-benzoesduredth ylester-chlorh ydrat. 
NH, 


NH,.2HCI 
COOC,H; 

Die Verbindung wurde schon von Haeussermann und Teichmann® 
aus 2, 5-Di-nitro-benzoeséiure dargestellt. Da die Darstellung dieser Saéure 
ziemlich unbequem ist, wurden 20 g 5-Nitro-acetanthranilséure* in 20 cem 
absolutem Alkohol gelést und mit trockenem Chlorwasserstoff gesattizt. 
Das ausgeschiedene Esterchlorhydrat wurde unter erneutem Zusatz von 
200 cem Alkohol auf dem Wasserbad gelést, mit 15 g Zinnspanen reduziert 
und wie iiblich weiter behandelt. Das aus Alkohol umkristallisierte Chlor- 
hydrat zersetzte sich bei 223 bis 224° (unkorr.) unter Gasbildung. 

Zur Analyse wurde die aus Alkohol umkristallisierte Substanz itiber 
konzentrierter H,SO, in vacuo getrocknet. 

0.1422 g Substanz: 11,4 ceem n 10 NHzg. 

CyHyO.N,Cl,. Ber.: N 11.08. 
Gef.: N 11,23. 

' H. Seidel, Ber. 34, 4352, 1902; F. Ullmann u. T. B. Uczhachian, Ber. 
36. 1803, 1903. 

2 Th. Curtius u. H. Fr. Bollenbach, ebendaselbst. 

3 C. Haeussermann u. H. Teichmann, ebendaselbst. 

4 #£.C.C. Baly, W. B. Tuck u. E.G. Marsden, ebendaselbst. 
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Cholesterinbilanz 
des Hiihnchens in den ersten zwei Lebenswochen. 


Von 
H. Dam. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitaét Kopenhagen.) 


(Einaegangen am 28. Dezember 1930.) 


In friiheren Arbeiten! habe ich mich mit dem Cholesterinstoff- 
wechsel im Hiihnerei wahrend der Bebriitung sowie im wachsenden 
Hiihnchen beschaftigt. Das Hauptergebnis war, daB man wahrend 
des Briitens nicht mit Sicherheit eine Veranderung des Totalcholesterins 
feststellen konnte, wahrend sich konstatieren lie}, daB die Esterrelation 
(Estercholesterin : Totalcholesterin) in diesem Zeitraum von etwa 10% 
bis 40—50°,, sich verschob. Im wachsenden Hiihnchen wurde im 
Laufe der ersten 2 Monate eine Cholesterinsynthese konstatiert. Die 
Cholesterinsynthese bestand nicht in einer Umbildung der im Ei oder 
in der Nahrung anwesenden unverseifbaren ,,Begleitstoffe‘’ des Chole- 
sterins?. 

Der Zweck der vorliegenden Arbeit war zunachst, zu untersuchen, 
ob die relativ hohe Esterrelation im eben ausgeschliipften Hiihnchen 
im Laufe der ersten Lebenszeit auBerhalb des Eies zuriickgeht. Hierbei 
zeigte sich aber gleichzeitig, daB das Totalcholesterin des 10 bis 16 Tage 
alten Hiinchens so niedrig ist, daB es von Interesse sein wiirde, voll- 
standige Bilanzversuche an nur ungefihr 2 Wochen alten Hiihnchen 
anzustellen. 

Das Ergebnis dieser neuen Untersuchungen ist, daB die Ester- 
relation in der Tat zuriickgeht (obschon in etwas unregelmaBiger 
Weise)*, und daB das mit den Fazes (und Harn) ausgeschiedene Sterin 
nicht die in den ersten 2 Wochen stattfindende Abnahme des Chole- 
sterins im Tiere decken kann. 

Das Hiihnerei sowie das eben ausgeschliipfte Hiihnchen enthalten 
also einen UberschuB an Cholesterin, der im Laufe der ersten Lebens- 


1 Diese Zeitschr. 194, 188, 1928; 215, 475, 1929: 220, 158, 1930. 
2 Vel. H. Bewmer. Zeitschr. f. Kinderheilkde. 37, 105, 1924. 
3 Vgl. die in meiner friiheren Arbeit, diese Zeitschr. 215, 482, 1929, 


zitierte Literatur. 
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wochen des Hiihnchens entfernt wird, teils durch Ausscheidung (Fazes 
und Harn), teils entweder durch interne Umsetzung oder durch 
Umbildung des im Darmlumen befindlichen Cholesterins.  Erst im 
Laufe von langerer Zeit macht sich die Cholesterinsynthese im Bilanz- 
versuch bemerkbar. 


Ausfiihrung der Versuche. 

Es wurden zwei Versuchsserien mit Eiern von weiben Italiener- 
hennen ausgefiihrt. 

Fiir die eine Serie wurden die Eier vom .,Huhn Nr. 858“, fiir die andere 
die Eier vom .,Huhn Nr. 859** benutzt. 

In jeder Versuchsserie wurde ungefahr jedes zweite der ausgeschliipften 
Hiihnchen sofort oder héchstens nach einem Tage getétet, wahrend die 
anderen ein paar Wochen am Leben erhalten wurden. Einige der Hiihnchen 
erhielten ein natiirliches Futter, bestehend aus: 


Weizenkleie . ... . 28¢g Fleischmehl . . . . 14 g 
Mais, gemahlen .. . l4g Muschelschalen . . 4,52 
Hafer, Pe a Holzkohle. . ... 1 g 
Weizen, .,, > ss eee Kies .ad libit. 


wahrend andere mit einem kiinstlichen Futter aufgezogen wurden. Das 
kiinstliche Futter bestand aus 


Casein Hammarsten ..... . 19¢ 
Starke, léslich, Merck . . . . . 66¢ 
Hefeextrakt Marmite. .... . l0g 
Salzgemisch 5g 


Dorschlebertran (mit Pipette) 

Dieses Futter unterscheidet sich von der von der von mir friiher be- 
nutzten Nahrung nur dadurch, daB ein Filtrierpapierzusatz fortgelassen 
ist und daB ein Salzgemisch von besonderer Zusammensetzung angewandt 
wird}, 

Binnen der verhaltnismaBig kurzen Versuchszeit zeigten die mit der 
kiinstlichen Nahrung gefiitterten Hiihnchen nicht die friiher (in langer 
dauernden Versuchen) beobachteten Symptome (innere Blutungen und 
ausgesprochene Anamie). 


Die vollstandigen Bilanzversuche wurden nur mit der kiinstlichen 
Nahrung ausgefiihrt. 


Einige der Hiihnchen waren in Aquarienglasern auf extrahiertem Filtrier- 
papier untergebracht. Das Papier wurde taglich gewechselt. Jedes Aquarien- 
glas war mit einem kleinen Warmehaus versehen. Andere wurden im 
Stoffwechselkafig mit Drahtnetzboden und Schublade in einem Zimmer 
mit einer Temperatur von ungefahr 32° gehalten. Die Fazes wurde jeden 


Tag in Alkohol gesammelt. 


1 Das Salzgemisch (CaCO, 2,200 g, Ca,;(PO,4), 2.374 g, MgO 0,250 g, 
Ferricitrat 0,175 g, KJ 0,001 g) ist unter Beriicksichtigung des sehr groBen 
Salzgehaltes des Marmits zusammengesetzt, wovon in einer spéter er- 
scheinenden Abhandlung naheres berichtet wird. 
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Analytisches. 


Die Bestimmung von freiem und gebundenem Cholesterin in den 
eben ausgeschliipften Hiihnchen geschah nach der in meiner friiheren Arbeit * 
beschriebenen Modifikation der Fexschen Methode. 


Es hat sich indessen gezeigt, daB die Verseifung mittels Natriumalkoholat, 
die fiir die Eier und neuausgeschliipften Hiihnchen bei Anwendung von 
passenden Mengenverhialtnissen zu einer vollstandigen Spaltung der Chole- 
sterylester fiihrt (gleichzeitig mit der Spaltung der Glyceride), nicht ohne 
weiteres auf die Fettextrakte der einige Wochen alten Hiihnchen anwendbar ist. 
Der nach Hydrolyse mit 2%ig. NaOH gewonnene Atherextrakt der jungen 
Hiihnchen ist von geringerem Gewicht und enthalt weniger Cholesterylester 
als ein entsprechender Extrakt eines eben ausgeschliipften Hiihnchens, und 
trotzdem wird in den meisten Fallen ein Zehntel eines solchen Extrakts 
durch acht- bis zehnstiindiges Erhitzen auf kochendem Wasserbad mit 
Natriumalkoholat (2,5 g Na + 50cem 99,5 % igen Alkohol) nicht quantitativ 
verseift. Dieses gilt sowohl fiir die Cholesterylester (Liebermann- Burchard- 
Probe im Extrakt des eingedampften Filtrats der Digitoninfallung) wie fiir die 
Glyceride. Zusatz von 0,25 cem Wasser zum Alkohol verbesserte das Ergebnis 
nicht. Verwendung von alkoholischer Kalilauge (10cem 60%ig. KOH 
+ 47ccm 94 gew.-°/sig. Alkohol + 3ccm Wasser fiir ein Zehntel des Extrakts) 
und acht- bis zehnstiindiges Erhitzen auf siedendem Wasserbad (unter 
LuftabschluB) reduzierte das Gewicht des Extrakts weit mehr? und fiihrte 
in den meisten Fallen zu einer vollstaéndigen Spaltung der Cholesterylester. 
Es wurde immer durch die Liebermann-Burchard-Probe festgestellt, ob 
Cholesterylester im Filtrat des Digitoninniederschlags vorhanden waren. 
Nétigenfalls wurden dann neue Proben langere Zeit (oder wiederholt) 
verseift. Die nicht verseiften Fettextrakte von jedem Tiere wurden in 
50 eem-MeBkolben in Chloroform aufbewahrt. Nach der Fiillung sowie 
vor und nach jeder Probenahme wurden die Kolben gewogen, um eine im 
Laufe der Zeit stattfindende Verdampfung korrigieren zu kénnen. Die 
Bestimmungen des freien Cholesterins wurden sobald wie médglich vor- 
genommen, weil es sich zeigte, daB die Esterrelation beim langeren Auf- 
bewahren der Chloroformlésung sich verschob. 


In den Fallen, wo nur Totalcholesterin bestimmt werden sollte, wurde 
das Fliissigmachen der Hiihnchen (sowohl der neuausgeschliipften wie der 
alteren) vor der Extraktion mit 60%iger Kalilauge vorgenommen (drei- 
bis vierstiindiges Erhitzen im kochenden Wasserbad). Es zeigte sich 
immer, daB die Cholesterylester hierdurch vollstandig gespalten wurden, 
so daB ein nachfolgender VerseifungsprozeB iiberfliissig war. 


Die Extraktion der Fazes geschah durch fiinfmaliges Erhitzen der 
ganzen Fazesmasse mit Alkohol und zwélfmaliges Ausschiitteln mit Ather. 
Vor jedem Wechseln der Fliissigkeit wurde iiber Nacht stehengelassen. 
(Durch Wiederholung der Alkohol-Atherbehandlung lieBen sich nur Spuren 
von Sterin — 0,1 bis 0,2 mg pro Tier — extrahieren.) Die weitere Be- 
handlung der Fazesextrakte geschah, wie in meinen friiheren Arbeiten be- 
schrieben. Durch Verwendung von alkoholischer Kalilauge oder durch 
Wiederholung des Verseifungsprozesses mit Natriumalkoholat wurde die 


1 Diese Zeitschr. 215, 472, 1929. 
2 Die Fettséiuren wurden immer durch sehr sorgfaltiges Waschen mit 
Kalilauge aus dem verseiften Extrakt entfernt. 
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Sterinmenge in den Fazes nicht gréBer gefunden als nach einmaligem 
achtstiindigem Verseifen mit Natriumalkoholat?. 

Die Analyse der Bestandteile der kiinstlichen Nahrung ist in meinen 
friiheren Arbeiten beschrieben. 

Die Versuchsergebnisse sind in vorstehender Tabelle zusammen- 
gestellt. 

Die Sterinabnahme im Bilanzversuch ergibt sich durch Vergleich 
der Zahlen in der letzten Vertikalreihe [Sterin in (Hiihnchen + Fazes) 
— Sterin in (Futter + Lebertran)] mit den Zahlen fiir Totalsterin in den 
0 bis 1 Tag alten Hiihnchen (links in der viertletzten Vertikalreihe). 


Zusammenfassung. 


1. In den ersten zwei Lebenswochen zeigt sich beim Hiihnchen 
in Bilanzversuchen eine Abnahme des Cholesterins, die nicht durch die 
in demselben Zeitraum ausgeschiedene Sterinmenge gedeckt werden 
kann. 

2. Im Laufe der ersten Lebenszeit wurde eine Erniedrigung der 
Esterrelation konstatiert. 


' R. Schénheimer (Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 25, 1929) hat die 
Fazesextrakte nur kalt mit Natriumalkoholat verseift, weil es noch nicht 
ganz entschieden ist. ob eine Verseifung in der Hitze zu einer teilweisen 
Umbildung von Koprosterin in das nicht digitoninfallbare w-Koprosterin 
fiihren kann. 

Birger und Winterseel (Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 257, 1929) 
fanden in koprosterinhaltigen [xtrakten dieselbe Menge von digitonin- 
fallbaren Sterinen beim achtstiindigen wie beim vierstiindigen Krhitzen mit 
..1 %igem‘ Natriumalkoholat und meinen, dai diese Behandlung nicht 
wesentliche Verluste an Koprosterin herbeifiihrt. 

Im gesamten Kote von einem zwei Monate alten, mit der kiinstlichen 
Nahrung gefiitterten Hiithnchen fand ich (diese Zeitschr. 220, 158, 1930) 
in dem mit ,,5%igem‘* Natriumalkoholat acht Stunden in der Hitze 
behandelten Extrakt nur eine geringe Menge von gesittigten Sterinen 
(ungefahr 7.5% des Gesamtsterins). Um nun sicher zu sein, dai dieser 
niedrige Wert nicht von einer teilweisen Umbildung des Koprosterins bei der 
Behandlung herriihrt, habe ich ungefaihr die Halfte (0,2 g) des von den 
digitoninfallbaren Sterinen befreiten Unverseifbaren des gesamten Kotes 
acht Stunden mit 30 g Xylol und 0.7 g¢ Na unter RiickfluB gekocht, filtriert, 
im Vakuum eingedampft, in Ather gelést. wieder filtriert, mit 2 cem Alkohol 
gekocht (es ging nicht alles in Lésung) und | cem | %ige Digitoninlésung 
zugefiigt. Nach Erhitzen und zwdlfstiindigem Stehenlassen wurde die triibe 
Fliissigkeit durch Mikroglasfilter filtriert. Das Gewicht des Niederschlags 
war geringer als 0,2 mz. 

Dureh diese Behandlung miiBte ein nicht zu _ vernachlassigender 
Gehalt an w-Koprosterin sich durch teilweise Umbildung in fiallbares 
Koprosterin kenntlich gemacht haben. Man darf somit annehmen, dai das 
in der vorliegenden Arbeit gefundene Defizit an Sterin nicht auf eine Um- 
pbildung wahrend des Verseifens zuriickzufiihren ist. 
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tine einfache Versuchsanordnung zur fraktionierten 



































Destillation kleiner Substanzmengen im Hochvakuum. a 
Von 
S. Kober. 
(Aus dem Pharmaco-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam. ) 
ein 
(Eingegangen am 31. Dezember 1930.) ein 
Mit 3 Abbildungen im Text. ein 
un 

Die hier beschriebene Versuchsanordnung kann unter anderem fii str 
die zwei folgenden Zwecke Anwendung finden: ver 

1. Zur Isolierung einer schwer fliichtigen Substanz durch Hoch- En 
vakuumdestillation mit bereits bekanntem Siedepunkt, wozu mindesten- der 
zwei, meist jedoch mehr Destillationen ausgefiihrt werden miissen. 

2. Zur Feststellung der Fraktion, in der sich die gesuchte Substanz Abi 
befindet ; auch in diesem Falle muB gleichfalls eine Reihe von Destilla- Det 
tionen vorgenommen werden. 

Derartigen Untersuchungen kommt in der Biochemie imme! 
gréBere Bedeutung zu; es sei nur verwiesen auf die Isolierung des weib- 
lichen Sexualhormons in kristallisierter Form durch Butenandt!, sowie 
auf die des médnnlichen Hormons durch den Verfasser unter Mitarbeit 
von E. Dingemanse, J. Freud, E. Laqueur und A. W. P. Miinch?. Die 
Ausfiihrung solcher Untersuchungen war bisher jedoch mit gréBeren 
technischen Schwierigkeiten verkniipft. ast | 

Beim Arbeiten im hohen Vakuum sucht man bewegliche Ver- Cu-] 
bindungen zwischen den einzelnen Apparaturteilen tunlichst zu ver- Dur 
meiden; man ist daher auf mehr oder weniger komplizierte Anord- Kug 
nungen aus Glas angewiesen, die aus einem Stiick bestehen. Dies be- Auf 
deutet aber auch, daB nach jeder Destillation die Apparatur zerstort End 
werden muB, da auf anderem Wege eine Trennung von Destillat und wae 
Destillationsriickstand nicht zu erméglichen ist. Fiir jede Fraktionierung pk 

er 

1 Naturwiss. Nr. 45, 1929. fiitte 

kreis 


2 Proc. Koninkl. Akad. d. Wetenschappen Amsterdam, Dezember 1930). 
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muB also eine neue Apparatur hergestellt werden. Uberdies mu® dann 
jedesmal Destillat bzw. Riickstand wieder in die neue Apparatur iiber- 
gefilhrt werden, was einerseits nie ganz verlustlos gelingt, andererseits — 
durch Arbeiten mit relativ groBen Fliissigkeitsmengen -— auch eine 
Verunreinigung der gewonnenen reinen Substanzen mit sich bringt. 


Diese beiden Ubelstande sucht die neue Anordnung zu vermeiden. 
Als Destillations- bzw. KondensationsgefaB dient ein Mehrfachkugelrohr, 
das so viel Kugeln enthalt, wie Fraktionen erhalten werden sollen 
(meist werden fiinf Kugeln ausreichen: s. Abb.1). Kugel 1 besitzt 


x* ee i 7 
O-0-0-O-O.e: 


Abb. 1. 


ein seitliches Réhrchen, durch welches die zu destillierende Substanz 
eingebracht wird. Meist. wird dies geschehen in Form ihrer Lésung in 
einem fliichtigen Mittel. Durch Erwarmen dieser Kugel im Dampfbad 
und Hindurchleiten eines Luft- (oder, wenn nétig, indifferenten Gas-) 
stromes vom anderen Ende der Kugelréhre wird das Lésungsmittel 
vertrieben. Darauf wird das Réhrchen zugeschmolzen. Das andere 
Ende der Kugelréhre tragt das Schleifstiick fiir die Verbindung mit 
der Hg-Pumpe. 


An Stelle des Kugelrohres kann auch ein Rohr von der Form der 
Abb. 2 dienen, das man vor allem dann wahlen wird, wenn es sich um 
Destillationen gréBerer Substanzmengen (bis 1 g) handelt. 


Loe cha gel nbs gta ww. 


Zur Erwarmung dient ein Luftbad, das mit einem Olbad kombiniert 
ist (Abb. 3). Der eigentliche Heizraum ist ein einseitig verschlossenes 
Cu-Rohr, dessen Weite einige Millimeter gréBer gewahlt wird als der 
Durchmesser des Kugelrohres. Die Lange waihlt man so, daB es fiinf 
Kugeln aufnehmen kann. Dieses Rohr ist auf die Weise in einem zur 
Aufnahme des Ols bestimmten Metallgefa8 angeordnet, daB sein offenes 
Ende mit einer konzentrischen, etwas kleineren Offnung in der Stirn- 
wand des GefaBes abschlieBt. Um fiir das Kugelrohr einen hermetischen 
AbschluB innerhalb des Luftbades zu gewahrleisten, befinden sich an 
der Stirnwand zwei nach oben und unten bewegliche, mit Asbest ge- 
fiitterte Schieber, die, zusammengeschoben, iibereinandergreifend einen 
kreisf6rmigen Ausschnitt vom Durchmesser der nicht zu eng zu 
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wahlenden Einschniirung zwischen den Kugeln tragen. Eine letzte k 
pall Abdichtung kann durch Umwickeln der Einschniirung mit Asbest- ti 
i schnur erfolgen. a 
Im Deckel des Olbades befinden sich an gegeniiberliegenden L 
Ecken zwei Stutzen zur Aufnahme von zwei Thermometern, von denen 
k 
s 
SC 
B 
su 
M 
Abb. 3. 
fli 
das eine bis nahe an den Boden, das andere bis etwa in Héhe des Kupfer- Ki 
rohres reicht. ies 
Die Destillation erfolgt nun derart, daB man jeweils so viel Kugeln 
in das Luftbad einfiihrt, wie erwarmt werden sollen. Eine besondere 
Kihlung erweist sich als iiberfliissig, da es sich bei der Hochvakuum. 
destillation meist um schwerfliichtige Substanzen handelt. Jedoch 
empfiehlt es sich, bei Heizung des Olbades mit Gas, die Stirnwand durch 
ein Stiick Asbest nach unten zu verlingern, um eine Erwairmung der 
Kondensationskugel durch aufsteigende warme Luft zu verhindern. 
Welche Méglichkeiten unter anderem diese Versuchsanordnung ore 
bietet, erhellt aus den folgenden zwei Beispielen: Sti 
1. Ein unbekanntes Substanzgemisch, das auch einen Stoff von 
umschriebener Eigenschaft (z. B. Hormon) enthalt, soll in vier Frak- mo 
tionen > 150°, 120 bis 150°, 100 bis 120° und < 100° aufgespalten seil 






werden, um diese auf den gesuchten Stoff zu untersuchen. Hierzu 
sind also drei Destillationen und entsprechend vier Kugeln notwendig. 







Das Substanzgemisch wird, wie oben beschrieben, in Kugel |! 
gebracht und das Luftbad tiber I, IT und III geschoben und dann 
auf 100° erwarmt. In IV werden alle Substanzen mit einem Siedepunkt 
von unter 100° kondensiert. Nach Ablauf dieser Destillation wird 
die Kugelréhre bis auf I und IT herausgezogen und auf 120° erwarmt. 
Die Kondensation der Fraktion 100 bis 120° findet in Kugel IIT statt. 
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Ebenso verfahrt man mit Kugel I bei 150°. Nach Ablauf der Destilla- 
tionen wird das Rohr in die einzelnen Kugeln zerschnitten, die direkt 
auf der Mikrowaage gewogen werden kénnen. Nach Herauslésen der 
Destillate kann dann zuriickgewogen werden. 


2. Es ist bereits von einem Substanzgemisch bekannt, daB es in 
kleiner Konzentration einen Stoff enthalt, dessen Siedepunkt < 90 
- 80° ist. Im Uberma8B sind jedoch Substanzen mit wesentlich héherem 
Siedepunkt vorhanden. In diesem Falle empfiehlt es sich, die Destillation 
so zu leiten, daB man bei der héchsten Temperatur beginnt, um, unter 
Beriicksichtigung von hdherliegenden Mischsiedepunkten, den ge- 
suchten Stoff mit Sicherheit quantitativ ins Destillat zu bekommen. 
Man wird die Fraktionierung etwa wie folgt vornehmen: 


l. Fraktionierung. ....... 120° 
2. os yr 
3. »» te ea a ee 
4 % . 4 y wee soe ee 
5. aa eee soe 


Durch die fiinfte Fraktionierung wird auch noch der Rest der leicht 
flichtigen Substanzen entfernt. Diese Fraktionierung wird mit finf 
Kugeln nach folgendem Schema durchgefiihrt : 





Fraktionierung Temperatur Erwirmte Kugeln Destillat in 
1 120° I I 
2 95 I+ 1 It 
3 80 I~ iV Vv 
4 90 I — Il IV 
5 80 I— IV V 


Man kann ohne Ubertreibung sagen, daB man bei dieser An- 
ordnung zur Durchfiihrung seiner Fraktionierungen ebenso viele 
Stunden braucht wie sonst Tage. 

Diese zwei Beispiele zeigen nur eine Auswahl der Kombinations- 
méglichkeiten, die diese Anordnung bietet. Der Praktiker wird fir 
seinen speziellen Zweck zweifellos noch neue Méglichkeiten finden. 























Zur Brotfrage. 


Il. Mitteilung: 
Uber die physiologischen Wirkungen des Vollkornbrotes. 


Von 
I. Abelin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1931.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Auf dem langen und miihsamen Wege iiber den ungegorenen und 
gegorenen PflanzenaufguB, iiber den siiBen und sauren Brei, iiber den 
ungelockerten und gelockerten Fladen ist die Menschheit im Laufe 
der Jahrtausende zu unserem heutigen Brote gelangt. Die eine Getreide- 
frucht verdrangte die andere, und manche Kornart, welche friiher 
Hunderte von Millionen Menschen ernahrt hatte, ist heute kaum noch 
bekannt. Einen ahnlichen Wettkampf zweier Getreidesorten, des 
Roggens und des Weizens, kénnen wir heutzutage verfolgen, wobei 
der Weizen sichtbar im Vorteil ist. Dessen Verbrauch steigt unaufhérlich, 
wahrend das Roggenbrot unverkennbar zuriickgedrangt wird. Die 
Ursache dieses sich wiederholenden Wechsels der Getreidewahl fiir 
die Broternahrung ist nicht bekannt. Ob hier die Geschmacksrichtungen, 
die sich andernden klimatischen und Bodenverhaltnisse, die sozialen 
Umwandlungen, die angesammelten guten und schlechten Erfahrungen 
maBgebend sind, dariiber vermag niemand zu entscheiden. Bei dem 
gegenwartig fast vollzogenen Ubergang des europaischen Menschen 
zum fein ausgemahlenen Weizenbrot spielen die modernen Errungen- 
schaften der Technik eine sehr erhebliche Rolle. Die Millerei vermag 
heutzutage eine so glatte Trennung und Zerlegung des Getreidekorn- 
durchzufiihren, welche das vorige Jahrhundert nicht kannte. Die weit- 
gehende Ausschaltung der tierischen Kraft aus dem taglichen Betriebs- 
leben hat groBe Bodenflichen frei gemacht. Wo friiher Hafer oder 
Gerste angebaut wurden, kann jetzt Brotgetreide angepflanzt werden 
Die unter Heranziehung der wissenschaftlichen Forschung planmabig 
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durchgefiihrten Bestrebungen der Landwirtschaft haben in Kanada 
und in Argentinien der Weizenkultur neue und groBe Gebiete eréffnet. 
Dazu erlaubt die technische Darstellung der Diingemittel eine so weit- 
gehende und so schnelle Verbesserung der Bodenbeschaffenheit und des 
Bodenertrags, daB sich manche Lander mit Erfolg auf eine vermehrte 
Brotproduktion umzustellen vermégen. Die Welt steht heute vor 
einem Massenangebot an Weizen, der den Weibbrotverbrauch fort- 
wahrend in die Héhe treibt. 


Die Stellung der Ernahrungswissenschaft zu dieser Vorherrschaft 
des fein ausgemahlenen Weizenbrotes ist geteilt. Die einen Forscher 
begriiBen den Ubergang zum Wei®brot, die anderen bedauern ihn und 
suchen denselben zu bekimpfen (Hindhede u.a.). Leider verfiigt jede 
Partei tiber recht geringe experimentelle Ergebnisse. Auf jeden Fall 
steht die Zahl der Versuche in keinem Verhaltnis zur groBen Tragweite 
dieser Fragen. Eine méglichst vielseitige und objektive Bearbeitung 
dieser Probleme steht immer noch aus. 


In einer friiheren Mitteilung' wurde unter Heranziehung der 
wichtigeren Ergebnisse der Literatur iiber eigene Erfahrungen mit 
den einzelnen Brotsorten berichtet. Fiir vtele landlaéufige Auffassungen 
iiber die besonderen Vorziige der einen oder anderen Brotart konnte 
das eigene Experiment keine Bestaétigung bringen. Es war fiir das 
Endergebnis der Versuche fast gleichgiiltig, ob feines Weizenbrot, ob 
ein stark kleiehaltiges Brot, ob ein Roggen- oder Weizenbrot benutzt 
wurde. In all diesen Fallen erkrankten die damit gefiitterten Tiere 
ziemlich schwer und gingen nach 3 bis 4 Monaten ein. Samtliche dort 
benutzte tibliche Brotsorten hemmten das normale Wachstum, 
veranlaBten Haarausfall, Xerophthalmien, allgemeine Infektionen, 
eine krankhafte Knochenentwicklung und eine deutliche Atrophie 
der inneren Organe. Die geringen Unterschiede im Vitamingehalt der 
einzelnen Brotsorten vermochten nicht, die Gesamtwirkung des Brotes 
nennenswert zu beeinflussen; dieselbe blieb, wie erwahnt, immer un- 
giinstig. Auch beim Verfiittern von Brot in Gemeinschaft mit vitamin- 
haltigen Produkten (rote Riiben, rohe Milch) konnten keine wesentlichen 
Differenzen in der Wachstumswirkung des sehr kleiearmen, des kleie- 
haltigen oder des kleiereichen Brotes festgestellt werden. Eine Brotsorte 
wurde aber damals nicht untersucht, und zwar das sogenannte Vollkorn- 
brot. Es unterscheidet sich vom sonstigen kleiereichen Brot unter anderem 
durch den Gehalt an Getreidekeimling und durch das Vermahlen der 
auBeren Fruchtschale. Diese, dem Gewicht nach unwesentlichen Bestand- 
teile des Getreidekorns vermégen aber die physiologische Wirkung des 


! Diese Zeitschr. 215, 162, 1929. 
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Brotes zu erhéhen. Junge Ratten wurden ausschlieBlich mit einem 
selbsthergestellten Vollkornbrot,. bestehend aus 3 Teilen Vollweizen und 
1 Teil Vollroggen, gefiittert!. Der Versuch ergab ein ganz anderes Bild 
als die friiheren Experimente mit den kleiearmen und mit den kleie- 
reichen Broten. Die Tiere wuchsen zwar langsamer als normal, aber 
doch ununterbrochen. Sie konnten zuletzt ihr iibliches Kérpergewicht 
erreichen, was bei den anderen Brotsorten nie beobachtet wurde. Noch 
viel wesentlicher ist aber die Tatsache, daB die mit diesem Vollbrot 
bis zu 6 Monaten lang gefiitterten Tiere nicht erkrankten. Sie trugen am 
Ende des Versuchs ein schénes, glanzendes Haar, die Haut war frei von 
Infektionen, es trat kein Haarausfall auf, es wurden auch keine Gang- 
stérungen beobachtet. Der einzige auffallende Unterschied gegeniiber 
den Normaltieren besteht in der fehlenden Fortpflanzungsfahigkeit 
solcher, mit Vollkornbrot gefiitterten Ratten. Es scheint somit, daB 
das E-Vitamin des Brotkeimlings beim Backprozef Schaden leidet 
und seine Wirksamkeit verliert. Die andere, im E-Vitamin vermutete 
Komponente, nimlich der Wachstumsfaktor, bleibt erhalten. 


Zum Unterschied von den sonstigen hellen und dunklen Brotsorten 
vermégen also gewisse Artensles Vollkornbrotes wertvolle physiologische 
Wirkungen zu entfalten, welche auch fiir die menschliche Ernahrung von 
Bedeutung sind. Die weitgehende Ausmahlung des Weizens und des 
Roggens bringt aber eine wesentliche Verschiebung in der Zusammen- 
setzung des Mehles mit sich. Der PhosphorsaéuretiberschuB des Vollkorn- 
brotes ist bedeutend gr6éBer als der des WeiBbrotes; er iibertrifft auch den 
der Kleiebrote. Dieses macht das Vollkornbrot zu einer ausgesprochen 
,sauren Nahrung. Es wurde daher versucht, durch Zusatz von Ca- 
Salzen organischer Sauren den PhosphorsaureiiberschuB des Vollmehles 
herabzusetzen. Kalkzusatz zum Brote wurde einigemal vorgeschlagen. 
Bereits vor etwa 35 Jahren hat C.v. Noorden® ein kalkhaltiges Brot 
empfohlen, und zwar hauptséchlich zur Abstumpfung der sauren 
Reaktion des Harns, welche sich nach GenuB des kleiehaltigen Brotes 
einstellt. BilanzmaBige Versuche mit einem solchen, bis zu 6°, Kalk 
enthaltenden Brot wurden dann von G. Herxheimer® ausgefiihrt. 
R. Emmerich und O. Loew* traten ebenfalls fiir einen Kalkzusatz zum 
Brote ein, allerdings hauptsaéchlich zwecks Herstellung eines giinstigeren 
Mischungsverhaltnisses zwischen Ca und Mg. Das vorgeschlagene 
Chlorcalcium ist aber als Kalkquelle ganz ungeeignet. 


1 Vgl. die kurze Mitteilung iiber diese Versuche in ,,Volksernahrung“, 
5, 153, 1930. 

2 C. v. Noorden u. H. Salomon, Handb. d. Enahrungslehre 1, 434, 1920. 

3 G. Herxheimer, Berl. klin. Wochenschr. 1897, S. 423. 

4 O. Loew, Zeitschr. f. d. ges. Getreidewesen 6, 25, 1914. 
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Herr Dr. Th. v. Fellenberg vom Eidgenéssischen Gesundheitsamt 
hatte die Freundlichkeit, die Aschenaziditat des von mir benutzten 
Vollmehls zu bestimmen und die Menge des notwendigen Ca-Zusatzes 
zu berechnen. Es sollte dem Mehl soviel Ca zugesetzt werden, als 
nétig ist, um das gleiche Verhaltnis von PO, zu Ca herzustellen, wie 
es in der Milch vorliegt. Die Milch enthalt die beiden Komponenten 





Abb. 1. 
AusschlieBlich mit Vollkornbrot gefiittertes Tier. 
Der Phosphorsiureiiberschuf wurde durch Zusatz von Ca-Lactat grifitenteils ausgeglichen. 
Photographiert am 26. April 1930 (schwache Athernarkose). 
Nr. 435, B19, vgl. Tabelle III, 





Abb. 2. 


AusschlieBlich mit Vollkornbrot gefiittertes Tier. 
Der PhosphorsaureiiberschuB wurde durch Zusatz von Ca-Lactat griftenteils ausgeglichen. 
Photographiert am 26. April 1930 (sehwache Athernarkose). 
Nr. 436, B19, vgl. Tabelle IIL. 


im Verhaltnis von 3 zu 2. Da die kauflichen Ca-Salze eine etwas wech- 
selnde Zusammensetzung haben, wurde das verwendete Ca-lacticum 
Merck ebenfalls analysiert. Fiir all die miihevollen Untersuchungen, 
sowie fiir die gewahrte Unterstiitzung und Beratung méchte ich Herrn 
Dr. v. Fellenberg auch an dieser Stelle bestens danken. In der Folge 
wurde ein Vollkornbrot mit Zusatz der berechneten Ca-Menge benutzt. 
Die Wirkung dieses Brotes ist besser als die des gew6hnlichen Vollkorn- 
brotes. Manche Tiere erreichen dabei ein héheres Gewicht als mit dem 
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Vollkornbrot. Bei einigen mannlichen Tieren stieg das Kérpergewicht 
auf 200 g, beim Tier Nr. 436 des Versuchs B19 sogar auf 229g, was 
selbst bei normaler Ernahrung als ein gutes Wachstum bezeichnet 
werden kann. Wie erwahnt, blieben die Tiere simtlicher Versuchs- 
serien gesund, nur das Tier Nr. 342 der Reihe B12 bekam eine 
beidseitige Xerophthalmie, die durch Lebertran leicht  geheilt 
werden konnte. 

Es wurde nun versucht, das gleiche Prinzip des Salzausgleichs 
auch auf das Weibbrot zu iibertragen. Auf Grund der analytischen 
Daten von Herrn Dr. v. Fellenberg wurde dem WeiBmehl eine bekannte 
Menge Ca-lactat zugesetzt. Der Erfolg war kein so giinstiger wie beim 
Vollkornmehl. Die mit diesem WeiBbrot gefiitterten Tiere zeigten 
relativ geringe Gewichtszunahmen, Xerophthalmien, zwei Tiere starben 
im Laufe des Versuchs, was in den Versuchsserien B12, B18, B19 mit 
Vollkornbrot nicht der Fall war. Obwohl die mit dem kalkhaltigen 
Weibbrot ernaihrten Tiere besser aussahen als bei iiblicher WeiBbrot- 
zufuhr, standen sie sowohl in bezug auf Wachstum, wie in bezug auf 
allgemeines Verhalten hinter den Vollkornbrottieren zuriick. 

Dieser Befund ist in prinzipieller, wie in methodischer Hinsicht 
von Interesse. Prinzipiell, indem er zeigt, daB dem Weibbrot wertvolle, 
fiir Wachstum und Entwicklung unentbehrliche Stoffe fehlen. Methodisch, 
indem er nochmals beweist, wie einseitig und wenig aussagend der 
friiher so beliebte ,,Ausnutzungsversuch“ ist. Mit Sicherheit hatten 
die mit dem Vollkornbrot gefiitterten Tiere héhere Stoffverluste durch 
den Kot als die WeiBbrottiere. Dafiir sprachen auch die gréBeren Kot- 
mengen, die bei Fiitterung der Ratten mit stark kleiehaltigem Brot 
beobachtet wurden. Aber trotzdem wuchsen, wie erwahnt, die Voll- 
brottiere viel besser und waren auch viel kraftiger als die WeiBbrottiere. 
Der Ausnutzungsversuch im Alteren Sinne gibt uns Auskunft tiber 
den unresorbierten Anteil. Uber das Schicksal der im Kérper zuriick- 
gebliebenen Stoffe erfahren wir nichts. Demgegeniiber laBt uns der 
Wachstumsversuch an jungen Tieren unzweideutig erkennen, ob das, 
was zu den Ko6rperzellen gelangt ist, von denselben zum Neuaufbau 
und Ersatz von Koérpersubstanz und zur Unterhaltung der Lebens- 
funktionen ausreicht oder nicht. Bei jeder Brotart ist der resorbierte 
Anteil der gréBere und maBgebendere, und auf dessen Verwertung 
kommt es hauptsachlich an. Es ist nicht gerechtfertigt, das ganze 
komplizierte Brotproblem vom Standpunkt der Harn- und Kotaus- 
scheidungen zu beurteilen. Eine gute Verwertbarkeit des resorbierten 
Anteils kann den Verlust durch den Kot vollkommen ausgleichen und 
oftmals sogar tiberkompensieren. Man vgl. z. B. in der nachfolgenden 
Tabelle den Kérperansatz bei Fiitterung der Tiere mit den einzelnen 
Brotarten. 
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Zur Brotfrage. 11. 283 
Ubersichtstabelle. 
Koérpergewichtszunahme junger Ratten bei Fiitterung mit den verschiedenen 
Brotsorten. 
Durchschnittl. he 
Jersuchs- || ; Erhéhung des = Suchs- —" 
—— I Brotart Kérpergewichts dauer | Bemerkungen 
| in ¢ Tage 
B4* Gemischt. Weizen- 
brot (etwa 65 °/») 34 79 2 Tiere tot 
B 8* Gemischt. Weizen- 
brot (etwa 65 °/)) 35 90  S&mtliche Tiere erkrankt 
B 9° Weibbrot 47 110 2 Tiere tot 
B10* Steinmetzbrot 18 56 
B 5a* Roggenbrot 28 67 4 Tiere tot 
B 5b* Roggenbrot 27 77 +~=Sitmtliche Tiere erkrankt, 
3 Tiere tot 
B 20 ** » Knackebrot“ 56 133 3 Tiere tot, die tibrigen erkrankt 
B12 ** Vollkornbrot 8Y 112 | Alle Tiere leben und sind gesund 
(Tier N 342 litt an einer Xero- 
phthalmie) 
B 18 ** Vollkornbrot 115 180 | Alle Tiere leben und sind gesund 
B 19 ** Vollkornbrot 
mit Ca-Zusatz 143 180 Alle Tiere leben und sind gesund 


* Vgl. die friihere Mitteilung dieser Zeitschrift 215, 162, 


** Vel. den nachfolgenden experimentellen Teil. 


1929. 


Die Uberlegenheit des Vollkornbrotes tritt hier deutlich zutage. 
Sehr tibersichtliche Zahlen liefert auch der Vergleich der Kérpergewichts- 
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Durchschnittliche Gewichtszunahme von jungen Ratten bei zehnwochiger Fiitterung mit den 
einzelnen Brotsorten (Mittelwerte von 9 Versuchsserien an 51 Tieren). 
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284 I. Abelin: 


zunahmen bei zehnwéchentlicher Fiitterung mit den einzelnen Brot- 
arten. Man erhalt dann das umstehende Bild (vgl. Abb. 3). 


Auf jeden Fall eréffnet das Vollkornbrot, besonders in seiner 
durch den Ca-Zusatz erginzten Form, neue Aussichten fiir eine zweck- 
maBigere Broternahrung, eine Broternahrung, bei der die Einzel- 
bestandteile der Getreidefrucht besser zur Geltung kommen, als es beim 
WeiBbrot der Fall ist. Die noch vorhandenen technischen Schwierig- 
keiten der Vollkornverwertung scheinen nicht unlésbar zu sein. Der 
Geschmack eines solchen calciumhaltigen Brotes unterscheidet. sich 
nicht von dem eines gewohnlichen Brotes ahnlicher Ausmahlung. Auch 
die Vertraglichkeit ist eine viel bessere, als es sonst vermutet wird. 
Leute mit gesundem Magen-Darmkanal merken nach GenuB eines 
solchen Brotes keine Beschwerden. Der Gebrauch eines Vollkorn- 
brotes ist um so eher in Betracht zu ziehen, als das _ Brot 
heutzutage nicht mehr wie friiher ein Hauptnahrungsmittel dar- 
stellt. Trotz dem so ausgicbigen Weizenvorrat geht der Brot- 
verbrauch iiberall herunter. Andere Nahrungsmittel treten an seine 
Stelle. Als Beinahrung aber kann das Vollkornbrot nicht nur als 
Anreger der Darmperistaltik, sondern als ein richtiges Ndhrmittel 
wertvolle Dienste leisten. 


Ausdriicklich sei hervorgehoben, daB nicht jedes Vollmehl eo ipso 
auch vollwertig ist. Es kommt sehr wesentlich auf die feinere chemische 
Zusammensetzung, auf die Herkunft, Art der Vermahlung, Aufbe- 
wahrung, auf die rationelle Mischung der einzelnen Mehlsorten usw. an. 
MaBgebend ist auch die Art der Herstellung des Lrotes. Ungeeignete 
Teigfiihrung, unrationelles Verbacken usw. kénnen die wertvollen 
Wirkungen des Vollkornbrotes vernichten. Ein krasses Beispiel dafiir 
liefert das sogenannte schwedische Hartbrot oder ,,Knackebrot“. Bei 
der Bereitung desselben wird ebenfalls ein Vollmehl benutzt, dasselbe 
wird anders wie sonst verbacken, es wird einer kurzen, aber hohen 
Temperatureinwirkung unterworfen. Diese Darstellungsart fiihrt dazu, 
daB die fiir Wachstum und Entwicklung notwendigen Komponenten 
des Vollmehls sehr erheblich geschadigt werden. Mit einem solchen 
(direkt aus Skandinavien bezogenen) Vollkornbrot gefiitterte Tiere 
wuchsen schlecht und gingen unter schweren Erkrankungen ein!. Den 


' Die Frage der Hitzewirkung auf den Nahr- und Wachstumswert 
der Backwaren wurde von mir an anderer Stelle ausfiihrlich — be- 
sprochen (vgl. Zeitschr. f. Kinderheilkde. 50, 465, 1930). Auf den 
schadlichen EinfluB eines starkeren Erhitzens des Brotes haben auch 
EB. Friedberger und S. Seidenberg (Miinch. med. Wochenschr. 74, 1573, 
1927) hingewiesen; vgl. auch H. Salomon, Arch. f. Verdauungskrankh. 
44, 306, 1928. 
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Wachstumsverlauf bei Fiitterung mit einem iiblichen und mit einem 
harten Vollkornbrot (,,Knackebrot“) zeigt nachfolgende graphische 
Darstellung. Chemisch sind die beiden Brotarten nahe verwandt, 
biologisch aber grundverschieden. 
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Abb. 4. 


Durehschnittlicher Wachstumsverlauf bei Fiitterung: 


a) mit einem Vollkornbrot (obere Kurve). 
b) mit einem Vollkorn-Hartbrot ,Knickebrot (untere Kurve). 


(Drei Tiere sind tot, die ibrigen erkrankt.) 


Vgl. Tabellen I und IL 


Je weiter die Aufdeckung solcher verborgener Unterschiede 
fortschreitet, desto klarer und sicherer wird auch unsere Ein- 
schatzung der einzelnen Nahrungsmittel sein. 


Experimentelles. 


Die Tiere befanden sich in Drahtkafigen mit durchléchertem Boden, 
wodurch das Kotfressen verhindert werden konnte. Die jungen Ratten 
hatten in diesen Kiafigen geniigend Raum fiir freie Beweglichkeit. 
Brot und Wasser wurden ad libitum zur Verfiigung gestellt. die 
Brotrinde wurde gewéhnlich nicht gerne gegessen. Den Unterschied 
zwischen der Krume und der Rinde machten fast samtliche Tiere, 
selbst stark aufgeweichte Brotrinde wurde oft liegengelassen. Nach 
den Feststellungen von LE. Friedberger und S. Seidenberg (l. ¢.) ist 
der Anschlagswert der Brotkruste bedeutend geringer als der der 
Brotkrume. 


Die Tiere wurden regelmaBig einmal in der Woche, und zwar immer 
morgens, gewogen. 
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286 I. Abelin: 


Der normale Verlauf des Wachstums (bei Fiitterung der Tiere mit 
viel Milch, Brot und etwas Vegetabilien) wurde in der ersten Mitteilung 
geschildert. Werden junge Ratten mit einem Durchschnittsgewicht von 
etwa 50g mit dieser vollwertigen Nahrung gefiittert, so erreichen 
sie nach 2 Monaten ein K6érpergewicht von 170 bis 180g. Bei Fiitterung 
mit WeiBbrot oder kleiereichem Brot laéBt sich ein solches Wachstum 
nicht erzielen. 


Die mit Vollkornbrot gefiitterten Tiere wuchsen bedeutend besser, 
indem die Miénnchen zuletzt 170 bis 190 g, die Weibchen i5) bis 160 ¢ 
schwer wurden. 


Der Versuch der Tabelle I dauerte genau ein halbes Jahr. Schon 
diese Tatsache allein ist sehr beachtenswert, da es mit den anderen 
Brotarten nicht médglich ist, die Brotfiitterung linger als 3. bis 
4 Monate fortzufiihren. Bei dieser Serie kamen auBerdem sehr junge 
Tiere mit einem Durchschnittsgewicht von 59g zur Anwendung. 
Trotzdem vermochten dieselben dauernd d6rpersubstanz anzusetzen 
und die immer drohenden Infektionsgefahren zu unterdriicken. Die 
Tiere hatten auch keinen Haarausfall, wahrend bei Fiitterung mit 
den sonstigen Brotsorten das Haar bereits nach 4 bis 5 Wochen aus- 
zufallen beginnt. 


Das in dieser, wie in den anderen Versuchsserien benutzte Brot 
wurde im eigenen Haushalt hergestellt; zur Auflockerung des Teiges 
diente Béackereihefe. Auf 1 kg Vollmehl wurden 20 g Kochsalz zu- 
gesetzt. Nur das schwedische Brot, das sogenannte ,,Knackebrot*‘, wurde 
eingekauft. 


Wie weit es bei der biologischen Wirkung des Brotes nicht nur auf die 
Zusammensetzung, sondern auf die Zubereitung ankommt, beweist der 
Versuch der Tabelle If. Hier wurde ebenfalls ein Vollkornbrot benutzt, 
aber in Form eines Hartbrotes. Dasselbe wird gewéhnlich durch kurzes 
Erhitzen hergestellt, dabei gehen aber die wertvollen Eigenschaften des 
Vollkornmehles verloren. Es sind nicht nur die Vitamine, welche dabei 
Schaden leiden, sondern, wie mir scheint, auch die EiweiBkérper, 
und zwar diejenigen Bestandteile desselben, welche fiir das Wachs- 
tum und die Entwicklung notwendig sind!. Zum vorliegenden Ver- 
such wurden sieben junge Tiere mit einem Durchschnittsgewicht von 
45 g benutzt. ‘ie wurden vom 3. Januar an mit dem _ original-schwe- 
dischen Brot gefiittert. Bald kam das Wachstum zu fast voll- 
standigem Stillstand. zugleich traten auch schwere Erkrankungen auf 
(Hautinfektionen, Keratomalacie, Knochenschidigungen usw.). Wahrend 
der zehnten Fiitterungswoche starb das erste Tier, ihm folgten dann 
andere. Die Sektion ergab schwere Thoraxdeformititen und eine 
weitgehende Atrophie fast siéimtlicher innerer Organe. Wie Tabelle II 
zeigt, stieg im Laufe von 5 Monaten das durchschnittliche Kdérper- 
gewicht von 45¢ auf 91g, also sehr unbedeutend. Es iiberleben darauf 
nur die kraftigeren Tiere, aber auch diese haben ein weit unternormales 


K6rpergewicht. 


1 Naheres dariiber vgl. J. Abelin, Zeitsehr. f. Kinderheilkde. 50, 465. 
1930. 
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B18. Vollkornbrot. 
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Tabelle I. 


287 


75% Weizen + 25% Roggen, beides mit 100% aus- 





gemahlen. Das Mehl enthalt einen Zusatz von etwa 1% Ca-Salz in Form 
eines natiirlichen Kalkgesteins. Ratten. 
see Nr. 428 @ 429 9 430 2 431 9 432 ¢ Durehsehnitts- 
wei weib weib weib weib gewicht 

1929/30 g 
20. XII. 38 39 43 37 42 39 
27. XII. 51 50 56 48 47 50 
- & 55 54 64 52 54 55 
m 58 55 64 55 57 57 
tk 60 55 66 60 58 59 
24. OL. 64 62 72 62 63 64 
31. iI. 76 74 87 78 78 79 
% 95 88 97 88 84 90 
14. Il. 105 98 110 100 95 100 
21. MW. 108 99 115 102 104 105 
28. I. 116 111 118 110 102 111 
7. Il. 123 120 125 120 198 119 
14. III. 120 119 124 117 104 117 
21. III. 124 130 130 121 114 123 
28. III. 128 124 127 117 110 121 
4. IV. 128 133 130 125 120 127 
11. IV. 138 143 140 139 135 139 
17. IV. 137 140 139 136 130 136 
24. IV. 140 143 130 140 135 137 
ae 150 148 145 148 142 146 
9 «Vz. 145 154 156 144 145 148 
16. V. || 146 155 152 150 146 149 
23. V. | 149 156 154 154 145 151 
30. V. 149 156 153 154 146 151 
6. VI. 151 157 154 152 147 152 
13. VI. 151 157 157 154 155 154 
20. VI. 152 157 157 153 155 154 


Wahrend der ganzen Versuchsdauer (1 Jahr) blieben die Tiere gesund; 


Nur die Fortpflanzungsfahigkeit ist aufgehoben. 
der Tiere ist normal. 


Biochemische Zeitschrift Band 232. 


sie hatten keinen Haarausfall, keine Infektionen, keine Gangstérungen. 


Das auBere Aussehen 
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288 I. Abelin: 


Tabelle [1. 


B 20. Schwedisches Vollkorn-Hartbrot (sogenanntes ,,Knackebrot“). 
(Die ganze dazu benétigte Brotmenge wurde direkt aus Skandinavien in 
Originalpackungen bezogen.) Ratten. 














| age Durch- 
Nr. 446 7¢@ 448 9 449 9° 450 9 451 7 } 27 “ 
— weib . weih = wei weii _Weib- | weib- | weib- quate 
1980 schwarz | schwarz schwarz 
3. 44 52 49 45 48 41 41 45 
10. iL. 45 51 48 47 48 44 44 46 
> Se 54 56 57 56 50 52 52 53 
24. I. 61 | 59 48 55 53 | 52 55 
31. 64 68 73 74 65 67 ~=—s-: 7 69 
7. IL. 67 74 78 74 69 69 68 71 
14. II 75 75 | 78 80 73 76 73 75 
21. I 80 80 79 89 74 81 80 81 
28. II 84 83 | 79 87 = 70 87 | 82 81 
7. Tl 96 75 73 95 65 98 76 81 
14. III 76 84 69 101 68 102 73 82 
21. IIT. 82 87 tot am} 103 75 104 82 89 
28. III. 77 82 |20.1IL| 98 64 94 80 81 
4. IV. 83 84 | 105 68 105 83 88 
11, IV. 80 80 | 102 73 108 92 90 
18. IV. 88 72 | 100 75 109 95 89 
24. IV. 81 tot am | 104 72 104 102 92 
| ee 83 18. IV. | 103 «totam = = 102 105 91 
9. V. 75 107 (27. IV.) 112 115 102 
16. V. | tot am 97 118 119 111 
16. V. 





Bis Mitte Marz sehen die Tiere normal aus. Kurz darauf tritt bei 
simtlichen Tieren eine schwere Infektion an den Ohren und an der Nase 
auf. Die Tiere in den Kontrollkafigen, sowie die nur mit Vollbrot ge- 
fiitterten Tiere (vgl. B 18 und B19. Tabelle I und III) haben keine In- 
fektionen. Desinfektionsmittel erweisen sich wirkungslos. 

Nr. 448 ist am 20. Marz tot. Es hat einen engen, deformierten Thorax, 
atrophische Organe und Auftreibungen an der Knorpel-Knochengrenze der 
Rippen. 

Nr. 450 ist am 28. Marz typisch avitaminés krank, struppiges Haar, 
Gangstérungen. 

Nr. 446 und 447.erkranken am 3. April. 

Nr. 447 stirbt am 18. April. Enger, deformierter Thorax, Rippen sehr 
diinn, Nebennieren stark atrophisch. 

22. April. Alle Tiere haben Gangstérungen, die Mannchen haben 
Penisprolaps. 

Nr. 446 hat am 24. April, Nr. 449 hat am 13. Mai eine Keratomalacie. 
Die beiden Tiere erblinden. 

Nr. 451 und 452 zeigen am 21. Mai bei der Sektion leichte An- 
schwellungen an der Knochen-Knorpelgrenze, Atrophien der Leber und 
der Nieren, die Darme sind stark aufgetrieben. Der Thorax hat keine 
normale Gestalt, ist stark verengt. 
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Tabelle III. 


B19. Vollkornbrot, bei dem der Saureiiberschu8 durch Beigabe von 

Ca-Salzen ausgeglichen wurde. 75% Weizen + 25% Roggen, beides 

100 %ig ausgemahlen. Auf Grund der Mehlanalyse und der Ca-Bestim- 

mung im Ca-lacticum wurden auf je 500g Vollmehl zugesetzt: Ca-lac- 

ticum Merck 9,5 g, CaSO, pur. 1,6 g, NaCl 10g. Beim Backen des Brotes 
wurde Hefe verwendet. Ratten. 

















Datum ~ g si 4 | 485 4 | 436 ¢ | as ! a 
1929/30 schwarz | schwarz | schwarz g 
20. XII. woe 48 | 40 41 43 
27. XII. 60 56 69 | 58 | 55 58 
ee 60 | 54 70 | 55 52 58 
10. 1. 66 |) C68 75 | 62 54 63 
v7 2 70 | 65 84 | 69 56 69 
24. I. 75 | 68 ss | (76 59 73 
81. 1 91 | 8 | 106 | 9 70 89 
7. OW. 101 | 99 128 | 106 | 80 101 
14. IL. 112 | 115 1 | 115 | 8 112 
21. IL 117 | 125 145 | 125 92 120 
28. II. 128 | 185 | 159 | 142 104 133 
7. I. 138 | 158 170 | 160 | 112 146 
14. TI. 138 | 159 | #176 |= 168 | 116 152 
21. Ill. 140 161 | 182 | 178 | 117 155 
28. Ill. 187 | «157 «| «179 | 197 | 112 152 
4. IV. 187 | 157 180 | 180 | 112 153 
11. IV. 154 | 168 | 198 | 202 | 130 170 
17. IV. 155 | 168 | 198 | 202 | 122 169 
24. IV, 158 145 | 190 | 205 | 128 165 
2 V. 140 | 151 | 199 | 218 | 140 169 
9. V. 145 | 158 | 198 | 220 | 148 172 
16. V. 43 | 158 | 197 | 220 | 144 171 
28. V. 155 | (156 200 | 220 152 | 176 
30. V. 168 | 167 | 210 | 225 158 || 182 
6. VIL. 160 | 160 | 210 295 157 | 182 
13. VI. 158 | 158 | 204 | 229 154 | 180 
20. VI. | 172 | #160 | 204 | 281 164 || 186 





Nach ',jahriger Fiitterung mit diesem Vollkornbrot erschienen die 
Tiere vollkommen gesund, sie haben ein schén glaénzendes Haar, gar 
keine Infektionen, keine Gangstérungen. Trotzdem die beiden Weibchen 
(Nr. 433 und 437) dauernd mit den Mannchen zusammen sind, haben sie 
kein einziges Mal Junge geworfen. 
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Tabelle IV. 


B12. Vollkornbrot. Der Saéureiiberschu8 wurde durch Beigabe von Ca- 
Salzen ausgeglichen. 75% Weizen + 25% Roggen, mit 100% ausgemahlen. 
Auf Grund der Mehlanalyse und der Ca-Bestimmung im Ca-lacticum 
wurden auf je 500g Mehl zugesetzt: Ca-lacticum Merck 9,5 g, CaSO, 
pur. 1,2 g, NaCl 10g. Beim Backen des Brotes wurde Hefe verwendet. 





Ratten. 
| || Dureh- 
Datum | Nr. 3404 | S418 u2g | sy | sto suse || SOwicht 
1929 g 
19. IV. 78 66 63 75 70 | 71 70 
26. IV. 93 82 68 | 98 ae ee ae Roe 
8. V. 90 77 73 | 98 87 82 | 83 
10. V. 95 80 73 | 102 92 88 | 88 
3. X¥. 106 88 84 | 118 100 99 | 98 
%. vV.| 115 95 94 | 121 | 108 108 | 106 
31. v.| 129 107 105 | 187 120 120 | 118 
7. VI. 182 112 113° 140 122 123 128 
14. VI. | 130 107 114 | 187 124 122 || 122 
21. VI.|| 140 111 123 | 146 127 124 125 
28. VI. 148 | 122 128 | 158 137 137 138 
5. VIL | 156 134 124 | 168 | 147 142 144 
12. VI.) 170 | 140 115 | 179 | 182 155 150 
19. VI.| 171 | 146 | 120 | 185 | 162 155 157 
26. VII. 180 | 148 120 | 184 | 156 159 159 
3. VII. | 170 141 116 | 180 151 146 150 
dvi. | 1890 | 182 | 125 | 192 | 160 149 159 


Am 1. Juli haben die Tiere Nr. 342, 343 und 345 Infektionen an der 
Nase, am Schwanz und zum Teil an den Ohren. 

18. Juli. Samtliche Tiere haben leichte Infektionen am Schwanz. 
Das Haar ist glatt und glinzend, geringer Haarausfall am Kopf und am 
Nacken. 

26. Juli. Nr. 342 hat eine beidseitige Xerophthalmie, die iibrigen Tiere 
sind vollkommen 'gesund und munter. Die Infektion ist verschwunden. 


9. August. Abschlu8 des Versuchs. Trotz der fast viermonatigen 
ausschlieBlichen Brotfiitterung sehen die Tiere sehr gut aus. Mit Ausnahme 
von Nr. 342 blieben séimtliche Versuchstiere gesund. Sowohl die Mannchen 
wie die Weibchen haben ein ihrem Alter entsprechendes Kérpergewicht und 
eine normale GréBe. 
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Die Tabellen III und IV enthalten zwei Versuchsserien mit jungen und 
etwas alteren Ratten. Beide Gruppen wurden mit einem Vollbrot gefiittert, 
dem auf Grund der Mehlanalyse soviel Ca-lacticum zugesetzt wurde, als 
nétig war, um das Verhaltnis von Phosphorséure zu Ca wie 3 : 2 herzustellen. 
Beim Versuch der Tabelle IIT konnte die Vollkornbrotfiitterung auf ein 
halbes Jahr ausgedehnt werden, die Tiere der Tabelle IV wurden wahrend 
16 Wochen mit dem Vollkornbrot ernéhrt. Kein einziges dieser Tiere ist 
wahrend der Versuchsdauer gestorben, die mannlichen Tiere der Tabelle III 
erreichten ein Kérpergewicht von 160, 204 und 231 g, die Weibchen ein 
solches von 172 und 164g. Der kiirzeren Fiitterungsdauer entsprechend, 
weisen die Tiere der Tabelle IV ein durchschnittliches Kérpergewicht von 
159 g auf; zwei Mannchen wiegen 180 und 192 g, nur das Mannchen Nr. 342 
bleibt im Wachstum zuriick, es erkrankt auch an einer Xerophthalmie. 
Héchstwahrscheinlich handelt es sich hier um ein besonders schwachliches 
Tier. In beiden Serien bleiben die iibrigen Tiere vollkommen gesund und 
lebhaft, nur die Fortpflanzung ist aufgehoben. 


In den Tabellen V und VI sind zwei weitere Versuchsserien mit Vollkorn- 
brot vereinigt. Die eine Gruppe von Tieren erhielt ein Vollkornbrot mit 
Ca-Zusatz, die andere Gruppe ein aus dem gleichen Vollmeh! hergestelltes 
Brot ohne Ca-Ausbalanzierung. 


Die groBe Bedeutung des richtigen Ausgleiches des Phosphorsaure- 
iiberschusses tritt in dieser Versuchsreihe besonders deutlich hervor. 
Es handelt sich im vorliegenden Fall um ein schlechteres Voll- 
mehl. Das daraus hergestellte Brot vermochte das Leben der 
Tiere nicht zu unterhalten (vgl. Tabelle V). Das gleiche Voll- 
kornbrot, mit Ca-lacticum versetzt, erméglichte dagegen den Tieren 
ein ungestértes Wachstum bis zu einem Durchschnittsgewicht von 
125 g (Einzelgewichte bis 141 g, 147 g). Von da an kam es zu 
einem Wachstumsstillstand, der Versuch wurde am 6. Februar unter- 
brochen. Mit Ausnahme des Tieres Nr. 517 blieben sémtliche Ratten 
gesund; sie waren sehr Jebhaft, trugen ein schénes glinzendes Haar 
und hatten keine Hautinfektionen. Das Tier Nr. 517 bekam eine 
Xerophtalmie, die durch tagliche Beigabe von 10 bis 20 y Carotin 
gebessert werden konnte. 


Der Zusatz der berechneten Ca-Menge zum WeiBSbrot ergibt leider 
keine so giinstigen Resultate. Die Wirkung eines solchen Brotes ist zwar 
besser als die eines gew6hnlichen WeiBbrotes, bleibt aber hinter der des 
Vollkornbrotes zuriick. Trotzdem die Tiere der Tabelle VII zu Versuchs- 
beginn ein Durchschnittsgewicht von 91 g haben und somit iiber einen 
héheren Vitaminvorrat verfiigten als etwa 45 bis 50g schwere Ratten, 
wird doch beim Verfiittern des calciumhaltigen Wei8brotes das Wachstum 
bald stark verlangsamt. Nach einem Monat tritt Haarausfall auf, der sich 
aber nicht ausdehnt. Der allgemeine Zustand der Tiere bleibt wahrend 
3 Monaten befriedigend, von nun an gesellen sich schwere Xerophthalmien 
und Keratomalacien, die Tiere werden schwacher, zwei derselben sterben 
am 30. und 31. Juli, zwei iiberleben, weisen sogar ein Kérpergewicht von 
178 und 187 g auf, sind aber doch deutlich geschwacht. Am 31. Juli wird 
der Versuch abgebrochen. 
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Tabelle VII. 


3.13. WeiBbrot. Der SaureiiberschuB wurde durch Beigabe von Ca-Salzen 

zum groBen Teil ausgeglichen. Auf 500 g feinstes WeiBmehl wurden auf 

Grund der analytischen Ergebnisse zugesetzt: 4,55 g¢ Ca-Lactat, 3.37 g 
Na-Lactat und 10g NaCl. Ratten. 





Durchschnitts- 
Datum Nr. 346 4 347 2 348 + 349 ¢ gewicht 
1929 4 
20. IV. 90 91 95 88 91 
26. IV. 99 103 109 103 103 
ee 92 98 108 103 100 
10. V. 107 100 109 103 104 
a 6: 102 107 114 111 108 
24. ¥V 110 112 120 122 116 
we R 118 120 134 134 126 
eve 128 130 147 147 138 
14. VI. 128 126 147 150 137 
at. VL 124 120 145 157 136 
28. VI. 129 127 152 166 143 
4. VII. 130 130 154 178 148 
12. VII. 138 135 168 184 156 
19. VII. 136 =| (188 175 191 160 
26. VII. 133 137 178 187 158 


tot am tot am 
30. VII. 30. VIL. 


20. Mai. Beginnender Haarausfall am Kopfe bei Nr. 347 und 349. 

31. Mai. Der Haarausfall wird auch bei Nr. 348 sichtbar, keine Haut- 
infektion. 

7. Juni. Der Haarausfall hat sich nicht weiter ausgedehnt. 

15. Juli. Das Tier Nr. 346 hat eine beginnende Xerophthalmie, sonst 
sind sémtliche Tiere gesund, haben keine Gangstérungen. Das Haar sieht 
normal aus. Bis jetzt ist kein Unterschied gegeniiber den Schwarzbrot- 
tieren der Serie B 12 feststellbar. 

26. Juli. Die Xerephthalmie ist beim Tier Nr. 346 gebessert, aber 
doch noch vorhanden. Das Tier Nr. 348 bekommt ebenfalls eine Xero- 
phthalmie. Die Tiere haben nur sehr geringe Hautinfektionen. 

30. Juli. Schwere Xerophthalmie bei Nr. 346 und 349, beide Tiere 
werden mit Lebertran behandelt. 

31. Juli. Das Tier Nr. 346 stirbt. Herz, Niere und Hoden sind stark 
atrophisch, die Zaéhne sind leicht briichig. Nr. 349 ist sehr schwach. Auch 
beim Tier Nr. 347 bricht eine Xerophthalmie aus. 


Im allgemeinen sehen die Tiere dieser Versuchsserie schlechter aus als 
die der Versuchsserie B 12 (Vollkornbrot). 
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294 I. Abelin: Zur Brotfrage. II. 


Zusammenfassung. 


1. Im Gegensatz zu den iiblichen Brotsorten (WeiBbrot, gemischtes 
Brot, sehr kleiereiches Brot) vermag ein aus 100 °,igem Vollkornmeh! 
hergestelltes Brot als gute Nahrstoffquelle zu dienen. Die wertvollen 
Wirkungen des Vollkornbrotes werden erhéht, sobald der Phosphor- 
sduretiberschuB des Vollmehls durch Zusatz von organischen Calcium- 
salzen zum gréBten Teile beseitigt wird. Junge, ausschlieBlich mit 
einem Brot aus Vollkornmehl, oder mit einem kalkhaltigen Vollkornbrot 
gefiitterte Ratten konnten ihr normales Kérpergewicht erreichen, und 
blieben, selbst nach sechsmonatlicher Behandlungszeit, gesund. Mit 
WeiBbrot oder mit stark kleiehaltigem Brot ernaihrte Ratten zeigen 
dagegen ein sehr stark verzégertes Wachstum, eine grobe Empfindlich- 
keit gegeniiber Infektionen der Haut und der Schleimhaute und gehen 
gewohnlich nach 3 bis 4 Monaten unfehlbar ein. 

Beim WeiBbrot ergab der Ausgleich des Phosphorsaureiiberschusses 
durch Kalkzusatz keine so giinstigen Resultate: die Tiere wuchsen 
zwar besser als mit gewohnlichem WeiBbrot, aber schlechter als mit 
dem kalkhaltigen oder mit dem natiirlichen Vollkornbrot. 


2. Bei der Beurteilung der physiologischen Leistungsfahigkeit 
des Vollkornmehles muB dessen feinere chemische Zusammensetzung, 
die Art der Aufbewahrung, der Grad des Saureiiberschusses usw.-usw. 
genau beriicksichtigt werden. Es gibt hoch- und minderwertige Voll- 
kornmehle. MaSgebend ist ferner die Bereitungsart des Brotes. Beim 
trockenen Brot bewirkt das Erhitzen eine Schadigung des Nabrwertes. 
So erwiesen sich das harte Vollkornbrot (sogenanntes ,,Knackebrot*‘) 
sowie der Zwieback! als sehr wenig wachstumsférdernd. Die damit 
wahrend einiger Monate gefiitterten Tiere zeigten Knochenschadigungen, 
litten unter schweren Erkrankungen und waren nicht lebensfahig. 


' 3. Das Problem des Vollkornbrotes verdient erhéhtes physiolo- 
gisches Interesse und eréffnet neue Méglichkeiten einer zweckmaBigen 
Broternahrung, einer Ernahrung, bei welcher der volle Ndhrinhalt des 
Brotes viel ausgepragter zur Geltung kommt, als es bei den anderen 
Brotarten der Fall ist. 


1 Vgl. Zeitschr. f. Kinderheilkde. 50, 465, 1930. 
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Einflu6 des Adrenalins auf die Blut- und Organlipoide. 


Von 
Irvine H. Page und Lydia Pasternak. 
(Zum Teil von M. L. Burt mitbearbeitet.) 


(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fii 
Psychiatrie, Kaiser Wilhelm-Institut, Miinchen.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1931.) 


Als Vertreter der hormonal-nervésen Stoffwechselregulatoren sind 
Insulin und Adrenalin seit langem Gegenstand zahlreicher Unter- 
suchungen gewesen. Wohl ist es bekannt, daB Adrenalin in der Be- 
einflussung des Kohlenhydratstoffwechsels sich dem Insulin gegeniiber 
antagonistisch verhalt; ob jedoch auch die Fettstoffwechselregulierung 
dieser beiden Hormone eine entgegengesetzte ist, steht nicht fest, 
zumal weder fiir Insulin noch fiir Adrenalin diesbeziiglich ganz eindeutige 
Ergebnisse vorliegen. 


In einer friiheren Mitteilung berichteten wir (1) iiber den EinfluB 
des Insulins auf die Blut- und Organlipoide ; indem wir jetzt in ahnlicher 
Versuchsanordnung und mit der gleichen Methodik die Untersuchung 
der Adrenalinwirkung auf den Fettstoffwechsel in Angriff nehmen, 
hoffen wir zur Klarung dieser Fragen einiges beitragen zu kénnen. 


Wacker und Hueck (2) haben zuerst darauf hingewiesen, daB Adrenalin- 
injektion bei Kaninchen neben einer Blutzuckersteigerung auch eine Zu- 
nahme des Blutcholesterins bewirken kann. Bang (3) findet keine Steigerung 
des Blutfettes bei wohlernaéhrten und Hungerkaninchen nach Adrenalin. 
Ebenso kénnen Bornstein und Miiller (4) keine sichere Einwirkung des 
Adrenalins auf das Serumfett feststellen. Alpern und Collazo (5) finden 
nach Adrenalingaben eine deutliche Verminderung des Blutfettgehalts 
(Gesamtiatherextrakt) bei normalen und hungernden Hunden, jedoch 
eine Steigerung desselben bei avitaminésen Tieren. Morita (6), der langere 
Zeit hindurch Kaninchen taglich mit 1 bis 2 mg Adrenalin injizierte, fand 
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eine starke Senkung des Cholesteringehalts der Nebennieren, deren Grad 
der injizierten Adrenalinmenge proportional war. Die gleiche, aber schwacher 
ausgepragte Wirkung hatte das Adrenalin auch auf andere Organe. Nach 
Fleisch (7) bewirken Injektionen von 0,1 bis 1 mg Adrenalin bei Kaninchen 
eine 17 bis 30 %ige Senkung des Blutfettes (= Gesamtpetrolaitherextrakt) ; 
gréBere Adrenalinmengen (3 bis 6 mg) hingegen verursachen im Verlauf 
des ersten oder zweiten Tages einen intensiven Anstieg des Blutfettes. 
Nach Raab (8) verursacht Adrenalin bei Hunden eine kurzdauernde, aber 
deutliche Senkung des Blutfettspiegels (Petrolaétherextrakt), welche bei 
phosphorvergifteten Tieren verstarkt zutage tritt; immer erfolgt nach 
Adrenalin auch eine Vermehrung der Acetonkérper im Blute. Nach Lisionen 
am Nervensystem soll die Adrenalinwirkung unregelmaBig sein und deshalb 
nicht mit Sicherheit beurteilt werden kénnen. Raab nimmt an, daB die 
Blutfettsenkung sekundar durch eine gesteigerte Fettaufnahme in der Leber 
verursacht wird, die ihrerseits im Sinne Geelmuydens (9) im Interesse des 
Ersatzes von durch Adrenalinwirkung primar verlorenem Glykogen erfolgt. 
Er betrachtet die Ketonkérper des Blutes als Abfalle, die normalerweise 
nur in geringen Mengen aus der Leber hinausgeschwemmt werden, wihrend 
die Hauptmenge (als Zwischenprodukt auf dem Wege: Fett —> Kohlen- 
hydrat) an Ort und Stelle weiter verarbeitet wird. Bei erhéhter Fett- 
umwandlung in der Leber miissen demnach die Ketonkérper vermehrt 
im Blute auftreten, sie sind sozusagen Indikatoren der Intensitaét des Fett- 
abbaues im Interesse der Erhaltung der Glykogenvorraéte. Da® das Adrenalin 
seine Wirkung primar in der Leber entfaltet, ergibt sich auch aus den 
Versuchen von Frank und Isaak (10) und von Lesser (11). Wertheimer (12) 
ist auf Grund von einer Reihe interessanter Versuche an Hunden, die mit 
Phlorrhizin vorbehandelt wurden, zu folgenden Resultaten gekommen: 
1. Fettmobilisierung und ihre Folgeerscheinungen sind vom Zentralnerven- 
system abhangig; es kommt nicht zur Ausbildung einer Phlorrhizinfettleber, 
auch nicht zu erhéhter Acetonkérperbildung, wenn das Brustmark in der 
Hoéhe vom ersten bis siebenten Brustwirbel durchschnitten wird, und zwar 
nicht deswegen, weil die Leber kein Fett aufnimmt, sondern weil die Peri- 
pherie keines abgibt; hingegen beeintrachtigt Leberentnervung oder Durch- 
schneidung des Brustmarks unterhalb des siebenten Wirbels Lipamie, Fett- 
anhéufung in der Leber, und Acetonkérperbildung nicht. 2. Insulin ver- 
hindert die Fettmobilisierung von der Peripherie und dadurch auch die 
Ausbildung einer Fettleber; nach Adrenalin tritt diese Hemmung nicht 
ein. 3. Bei schon bestehender Fettleber verursacht sowohl Durchschneidung 
der Nervenbahnen als auch Adrenalin- oder Insulinzufuhr beschleunigten 
Fettschwund und Glykogenvermehrung in der Leber. 4. Insulin wirkt auf 
Hunde, deren Organismus an Kohlenhydraten verarmt ist und deren Leber 
nur noch Spuren Glykogen, dafiir aber massenhaft Fett enthalt, viel 
schwacher, Adrenalin viel starker ein als auf normale Kontrollhunde (All- 
gemeinzustand und Blutzuckerkurven), was unbedingt fiir eine durch 
diese Hormone bewirkte Umwandlung von Fett in Kohlenhydrate spricht. 
Im Gegensatz zum Adrenalin veranlaBt das Insulin diese Umwandlung 
nur, solange noch iiberschiissiges Leberfett zur Verfiigung steht; ist dieses 
aufgebraucht, wird kein Zucker mehr gebildet, da ja das Insulin weitere 
Fettwanderung von der Peripherie zur Leber verhindert. 


Jacobsen und Rothschild (13) berichten iiber eine Steigerung des Chole- 
steringehalts und eine Abnahme des Gesamtphosphors im Blute nach 
Adrenalininjektion. Nach Glaser (14) gelingt es, .,bei geeigneten Personen” 
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durch Adrenalininjektion Cholesterinimie zu erzeugen; sonderbarerweise 
bemerkt er aber dazu, daB diejenigen Fille, die keinen Cholesterinzuwachs, 
bzw. diejenigen, die eine Senkung des Cholesterins aufwiesen, von ihm 
nicht beriicksichtigt wurden. Da® das Verhalten des Cholesterins kein 
regelmaBiges ist, scheinen auch die Versuche von Dresel, Sternheimer und 
Himmelweit (15) zu zeigen: diese Autoren finden bei Patienten, die auf 
Adrenalin normal reagieren (drei Versuche), eine schwache Steigerung des 
Cholesterins und Abnahme des Lecithins im Blute; bei Patienten mit 
..paradoxer Adrenalin-Blutdruckreaktion“ sollen die Anderungen zunachst 
umgekehrt verlaufen, erst nach 30 bis 50 Minuten finden sich hier die 
gleichen Verhialtnisse wie bei den Normalen, d.h. Steigerung des Chole- 
sterins und Abnahme des Lecithins (ebenfalls drev Versuche). 


Junkersdorf und Térék (16) untersuchen die Wirkung von Adrenalin 
auf Hunde im Hungerzustande und finden unter anderem eine Fett- 
infiltration der Leber, die spezifisch durch das Adrenalin bedingt zu sein 
scheint, da die Fettwerte héher liegen als die bei Kontrollhungerhunden 
beobachteten. Der Wassergehalt der Leber ist, ebenso wie der Glykogen- 
gehalt, nach Adrenalin vermindert, das Glykogen des Muskels vermehrt. 
Junkersdorf und Mitarbeiter schlieBen daraus, daB Adrenalin zum Teil 
eine Fettumwandlung in Glykogen férdert, zum Teil Neubildung von 
Glykogen anregt. Letzteres wird aber infolge des Fettglykogenantagonismus 
in der Leber nicht angehaéuft und erscheint als Zucker im Blute wieder. 


Junkersdorf und Schiiler (17) wiederholen den gleichen Versuch an 
Hunden in verschiedenem Ernahrungszustande und finden, daB die Resultate 
der Adrenalinbehandlung bei den einzelnen Tieren recht verschieden aus- 
fallen; itibereinstimmend kann bei allen Tieren nur ein fast vollkommener 
Schwund des Muskelglykogens bei hohem Leberglykogengehalt verzeichnet 
werden. 


Stérring (18) findet bei seinen Versuchen an einseitig mit Fett er- 
naihrten, mit Adrenalin behandelten Hunden starke Fettinfiltrationen und 
Glykogenverarmung von Leber und Muskel, Hyperglykamie und enormen 
Anstieg von Glykogen im Herzen; auch Stérring nimmt eine durch Adrenalin 
bedingte Umformung von Fett in Kohlenhydrate an. Hingegen kénnen 
Geiger und Schmidt (19) eine Kohlenhydratneubildung aus Fett in der 
Leber nach Adrenalin, zumal bei phlorrhizindiabetischen Hunden, nicht 
bestatigen, und fiihren die nur einmal stattfindende Steigerung des D/N 
auf Entleerung des Muskelglykogendepots zuriick. 


Raab (20) untersucht den EinfluB des Adrenalins auf das Kapillar- und 
Venenblut beim Menschen und kommt zu dem Schlu®B, da’ Adrenalin, 
wenn auch in weniger ausgesprochenem Mae als Insulin, der Fettmobi- 
lisierung entgegenzuwirken“ scheint; man kénne jedoch nur von einer 
relativen Tendenz zur Fettretention in den Geweben sprechen, da z. B. 
Kapillarblut an sich vor und nach Adrenalin nur uncharakteristische 
Schwankungen zeigt, wobei freies Cholesterin sich durchweg umgekehrt 
verhalt als Neutralfett. Loew und Pfeiler (21) beobachten nach hohen 
Adrenalindosen (0,2 mg/kg) eine Erhéhung der alkoholléslichen Lipoid- 
fraktion und eine geringe Senkung des petrolitherléslichen Neutralfettes 
und Cholesterins; andererseits berichten sie auf Grund von fiinf Versuchen 
(deren zwei unserer Meinung nach ebensogut das Gegenteil beweisen) iiber 
betrachtliche Steigerung des Cholesterinspiegels im Blute 2 und 4 Stunden 
nach der Injektion. Auch der Fettgehalt der Leber ist, bei gleichzeitiger 
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Glykogenarmut, stark erhéht, was sie, im Sinne Rosenfelds (22) als Fett- 
mobilisation aus der Peripherie deuten. 


Alpern, Tutkewitsch und Besuglow (23) beobachten bei normalen 
Hunden nach Adrenalin eine verschieden starke Abnahme von Gesamt- 
und Neutralfett und eine Zunahme der Ketonkérper im Blute. (Eine ver- 
mehrte Abgabe von Ketonkérpern nach Adrenalin, die fiir eine Zunahme 
der Fettverbrennung spricht, finden nach Angabe von Trendelenburg (24) 
auch A. und M. Anderson (25) und C. und G. Cori (26)); bei hungernden 
Hunden erfolgt eine Zunahme des Gesamtfettes und Abnahme der Keton- 
kérper, falls sie die Norm iiberstiegen. Bei phlorrhizinediabetischen 
hungernden Hunden, an denen Lipaimie beobachtet wird, kann diese unter 
Adrenalinwirkung entweder abnehmen oder unverandert bestehen bleiben, 
die vorhandene Ketonéimie wird geringer. Bei Belastung mit Oleinséure 
steigt die Zuckerkurve nach Adrenalin in allen Fallen; als SchluBfolgerung: 
Adrenalin férdert die Umwandlung von Fett in Kohlenhydrate, die ins 
Blut ausgeschwemmt werden und Hyperglykaémie verursachen; da jedoch 
eine Steigerung der Hyperglykamie nicht nur nach Fetteinfiihrung, sondern 
auch nach Applikation kolloidaler Farbstoffe erfolgt, die die Adrenalin 
reaktion des Organismus steigern sollen, nehmen Alpern und Mitarbeiter 
an, daB der kolloidale Zustand der Farbstoffe bzw. des Fettes die Haupt- 
rolle bei diesem Vorgang spielt. Himwich und Petermann (27) finden in 
zwei Versuchen an narkotisierten hungernden Hunden einen sehr starken 
Fettanstieg im Plasma bei fortgesetzter Adrenalininjektion, 2, 4 und 
6 Stunden nach der ersten Adrenalingabe; bei zwei anderen Hunden, 
denen nach Adrenalin noch Insulin injiziert wurde, wird dieser Anstieg 
schwacher, verschwindet bzw. ganz. Leider haben Himwich und Petermann 
keine Kontrollversuche angegeben, so daB man-aus dieser Arbeit gar keine 
Schliisse ziehen kann (selbstverstandlich bedeutet die Wirkung von Adrenalin 
und Insulin zusammen keine Kontrolle fiir die Adrenalinwirkung allein): 
es ist um so bedauerlicher, als fiir die wachsende Lipimie der Hunger- 
zustand der Tiere! vielleicht verantwortlich sein kénnte. 


Immerhin wire es auch méglich, da8 fortgesetzte Adrenalininjektionen 
nach 4 Stunden den Serumfettgehalt steigern. Um dieses nachzupriifen, 
haben wir bei unseren Adrenalinversuchen an Kaninchen die gleiche Ver 
suchsanordnung gewahlt. 


Experimentelles. 


Niichternen, mittelgroBen Kaninchen wurden zuerst 10 bis 20 ccm 
Blut durch Herzpunktion entnommen und gleich darauf je 0,3 bis 
0,4cem Adrenalin (Suprarenin hydrochl. synth. D. A. B. 6, 1: 1000) 
in Abstanden von je 15 Minuten, im ganzen 5,0 ccm, subkutan injiziert : 
daraufhin wurden wieder 10 bis 20 ccm Blut entnommen, und zwar 
etwa 4 Stunden nach der ersten Blutentnahme. Wenn die Tiere starben. 
wurden auch die Organe (Leber, Niere, Herz und Gehirn) verarbeitet. 
Die Methodik war die gleiche wie in unseren friiheren Versuchen (1) (28). 


1 Nach Raab (8) (S. 228) z. B. zeigen die Blutfettkurven nach 15- bis 
20stiindigem Hungern eine ,,mitunter recht bedeutende Tendenz = 21) 
Steigerung“. 
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Als Kontrolle benutzten wir die Werte von Normalhasen, denen 
ohne dazwischenliegende Injektionen ebenfalls zweimal Blut ent- 
nommen wurde und deren Organe in gleicher Weise verarbeitet 
wurden. 


In den Tabellen I und II sind die Analysenwerte fiir das Serum 
normaler und adrenalin-behandelter Kaninchen bei der ersten und 
zweiten Punktion in Milligramm pro 100 cem angegeben; die Tabellen III 
und IV zeigen die Anderungen, die zwischen den zwei Blutentnahmen 
stattgefunden haben, in Prozenten der fiir die erste Punktion ge- 
fundenen Werte. 

Tabelle I. 


Serum von Adrenalinhasen. 





=e . . Gesamtfett-  Fettstiuren- Zeitintervall 

Sr, | Cert’ gauren | Stern phatide | URRSSACLgt- | Ungessttigt- zwischen 

45 a 270 290 70 99 90 97 4h 
b 225 160 65 79 89 96 

46a 296 251 45 88 95 100 4p 
b | 280 240 40 75 93 98 

47 a | 260 225 35 98 92 96 gn30’ 
b 209 180 29 | «45 91 95 ‘ 

48*a 250 173 77 142 ‘ ‘ 4p 
b 145 91 54 100 : } 

49 a 279 225 54 94 72 74 4h 
b 263 215 48 64 70 71 

50 a 276 231 45 69 57 56 4h 
b 247 210 37 48 69 70 

Sl a 198 177 21 | 29 72 73 e 
b 178 160 18 33 69 69 

52 a 295 271 24 75 90 92 3h50)’ 
b 368 345 23 42 89 91 : 

53 a || 235 209 26 75 99 103 3h5 0’ 
b 235 201 34 20 90 94 , 

Bh a | 244 220 24 49 83 88 a 
b 244 219 25 52 74 76 

55 a 359 304 55 121 86 90 3h45’ 
b 232 193 39 63 87 92 

56 a 292 240 52 74 89 95 3h45’ 
b 206 172 34 67 89 95 


a bedeutet die erste und b die zweite Blutentnahme. 


* Die bei dem Kaninchen Nr. 48 gefundenen Jodzahlen 109 und 149 bzw. 129 und 200 
weichen dermafen von den sonst beobachteten ab, daf wir, trotzdem wir uns keines Be- 
stimmungsfehlers bewuBt sind, diese Werte aus der Tabelle ausschlieBen michten. Abgesehen 
von der enormen Steigerung der Jodzahlen nach Adrenalin (um 36°/) und 55®/)) in diesem 
Falle, sind auch die Werte vor Adrenalin ungewéhnlich hoch, was vielleicht mit dem ebenfalls 
erhéhten Phosphatidgehalt des Serums in Beziehung zu bringen wire. 
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Tabelle II. 


Serum von Normalhasen. 








: Sedieed: Fett- Chote- | Phoe- Gesamtfett- _Fettsturen- Zeitintervall 
Nr. “tet. A so-wat sou | phatide t —— t — —re 
| 
38 a | 274 | 224 50 99 93 99 3hQ0' 
b 304 250 54 95 85 89 
39 a | 222 | 188 | 34 63 84 88 ono’ 
b | 197 | 163 34 69 82 85 ; 
40 a 193 | 1738 20 -- 99 103 1h30’ 
b 184 164 20 oe 87 90 
41a 193 | 162 31 53 83 87 9n00’ 
b 179 | 150 29 60 89 94 
42 a | 214 | 173 | 41 90 94 102 9h90’ 
b 217 | 179 38 86 94 100 ys 
43 a 214 | 166 48 95 84 91 1hg0" 
b 184 149 35 77 98 107 ee 
44 a 227 182 45 89 89 96 4h45’ 
b 206 | 163 43 73 97 107 
a bedeutet die erste und b die zweite Blutentnahme. 
Tabelle III. 
Adrenalinhasen. 
ake 2 7 “Saree Gesamtfett- F . 
sre Gea ee, Shee | etfs | Ungestttigr- | Ungestttigt- 
45 —17 — 20 — 7 — 20 — 1 — 1 
46 — 5 — 4 —10 —15 — 2 — 2 
47 — 20 — 20 —17 — 54 — 1 — 1 
48 — 42 — 47 — 30 — 30 . ° 
49 — 6 — 4 — 11 — 32 — 8 — 4 
50 — 11 —19 — 18 — 30 + 22 + 25 
51 -—- 10 —10 -—14 +14 — 4 — 5 
52 + 25 + 25 — 4 — 44 — 1 — 1 
53 0 — 4 + 30 — 73 — 9 — 9 
54 0 0 + 4 + 6 —1l —14 
55 — 35 — 37 — 29 —48 | + 1 + 2 
5 ik & — 29 — 28 — ae — 9 5 ARS 0 
Gesamt- 
mittelwerte -- 12 — 13 —10 — 28 — 1 — 1 
Mittelwerte fir 
Nr. 45 bis 50 —17 —17 —15 — 30 + 38 + 3 
Mittelwerte fiir 
Nr. 51 bis 56 — 6 — 9 — 6 — 26 — 6 — 5 


* Siehe FuBnote zu Tabelle I. 
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Tabelle IV. 





’ Normalhasen. 
, Gessmas ae we Gesamtfett- _ Fettsiiuren- 
Nr. “ett ausen leva phatide U — — 
38 + 11 + 12 + 8 — 4 — 9 — 10 
39 — 11 —13 0 + 10 — 2 — 8 
40 — § — 6 0 — 12 —13 
41 — 7 — 7 — 6 + 13 + 7 + 8 
42 + 1 + 7 — 7 — 4 0 — 2 
43 —14 — 10 — 27 — 19 + 16 +18 
44 9 — 10 — 4 — 8 + 9 411 
Mittelwerte — 5; —4 — 5 — 2 + 1 + 1 


Wir wollen zunachst die Daten der Tabelle ILI besprechen. 

Die ersten sechs Versuche (Nr. 45 bis 50) der Tabelle III zeigen 
iibereinstimmend eine teilweise recht betrichtliche Abnahme in simt- 
lichen Lipoidfraktionen nach Adrenalin. 

Die Kaninchen Nr. 51 und 52, die als Nachste in Versuch genommen 
wurden, zeigten insofern ein anderes Verhalten, als bei ihnen, namlich 
bei Nr. 52, der Fettgehalt des Serums eine Steigerung erfahrt (bei 
Nr. 51 steigt die Phosphatidfraktion). Nun hatte man diesen zwei 
an sich normalen Kaninchen etwa 4 Wochen vor dem Versuch schon 
einmal fiir andere Zwecke 20 bzw. 30 ccm Blut entnommen und wir 
fragten uns, ob nicht dieser Umstand fiir den anders ausgefallenen 
Adrenalineffekt von Bedeutung sei; um das nachzukontrollieren, 
nahmen wir noch vier Kaninchen, denen ebenfalls schon friiher Blut 
entnommen wurde, in Versuch. Die Resultate (Nr. 53 bis 56) fielen 
verschieden aus; sie sind anscheinend bedingt durch den Grad der nicht 
durchweg aufgetretenen Lipimie. (Man kann hier eigentlich schlecht 
von Lipamie sprechen, da die Serumwerte auch bei der Mehrzahl der 
nach unserer Bezeichnung ,,lipaémischen“ Kaninchen nicht tibernormal 
hoch liegen; wir wollen mit dieser Bezeichnung nur die Tatsache hervor- 
heben, daB der Gesamtfettwert des Serums schon bei Versuchsanfang 
hdher lag, als bei der friiheren Punktion; so waren die Gesamtfettwerte 
des Serums vor dem eigentlichen Versuch fiir 


Nr. 51 = 274 mg-% Nr. 54 193 mg-% 
52= 198 ,, » S6=814 ,, 
53 = 200 _ ,, » S6= 337 « 


also, mit Ausnahme von Nr. 51, tiefer als die entsprechenden Werte 
bei Versuchsanfang.) Da aber gerade bei den zwei letzten Versuchen 
mit der am starksten aufgetretenen Lipamie (Nr. 55 und 56) die Werte 
fiir das Gesamtfett nach Adrenalin nicht steigen, sondern fallen, glauben 
wir auch fiir die tibrigen Versuche annehmen zu diirfen, daB nicht das 
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Adrenalin befahigt ist, lipamische Serumfettwerte zu steigern, sondern 
daB die Lipaémie an sich durch die Blutentnahme weiter fortschreitet 
und die blutfettsenkende Adrenalinwirkung verdecken kann. Dab 
bei der AderlaBlipamie bei fortgesetzter Blutentnahme die Fettwerte 
immer héher steigen, wurde neuerdings auch von Schmitz und Koch (29) 
und von Millbradt (30) (hier auch weitere Literaturangaben) gezeigt. 
Thre Versuche erstrecken sich jedoch iiber weit langere Zeitperioden, 
und es werden auch viel gréBere Blutmengen entnommen, als bei uns 
der Fall war; da es uns unbekannt war, ob unter unseren Versuchs- 
bedingungen, also bei Entnahme von 10 ccm Blut, durch diese eine 
schwache Lipaimie innerhalb von 4Stunden bedeutend gesteigert 
werden kann, nahmen wir zwei weitere Kaninchen als Lipamiekontrollen 
in Versuch. 
Ihnen wurden am 26. November 25 ccm 
27. ys 15 ,, 
28. e 10 ,, 
1. Dezember 10 ,, 
Blut aus der Ohrvene entnommen; am 2. Dezember wurde dann der iibliche 
Versuch (zwei Blutentnahmen von je 10 cem mit einem Zeitintervall von 
4 Stunden) durchgefiihrt. Die Resultate sind in der Tabelle V zusammen- 
gestellt (die urspriinglichen Gesamtfettwerte — allerdings nicht vom 
26., sondern vom 27. November — waren fiir 
Nr. 57 = 270 mg-%, 
» S82331 ., -) 


Tabelle V. 


Serum von vorbehandelten Normalhasen. 





| 
| Gesamtfett- Fettstiuren- 





Nr. Oe os fl ororin phatide — Ungesittigt- 

eit heit 

=F — = ———— os ——— ———=— iE ie cits ————————————— ——— = 

57 a 264 | 224 40 | 78 88 93 

b | 300 | 260 40 | 89 85 88 

Differenz in t 

% von s +15 | +16 0 +14 —3 —5 

58 a 333 295 88 | soil 81 83 

PEPE. ON Oi. IE ie. Caden 86 88 
Differenz in | 

% von 8 + 88 + 98 | +18 0 +6 | +6 


Es tritt in diesen Versuchen deutlich zutage, daB die Entnahme 
von 10 cem Blut geniigt, um bei einem lipimischen Tier innerhalb von 
4 Stunden eine starke Erhéhung der Serumfettwerte hervorzurufen. 


Wir sehen bei dem Kaninchen Nr. 58 einen Zuwachs von 88 °,, und 
auch bei Kaninchen Nr. 57, das keine Lipamie aufweist, ist eine, wenn 
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nicht so starke Erhéhung eingetreten. Nachdem unsere Vermutung 
hierdurch bestatigt erscheint, konnen wir mit gutem Recht behaupten, 
daB das Adrenalin auch bei lipamischen Kaninchen blutfettsenkend 
wirkt; da aber der Fettgehalt bei der zweiten Blutentnahme somit 
eine Resultante zweier entgegengesetzt wirkender Krafte darstellt, 
hangt er von der jeweiligen Starke beider Faktoren ab, und kann als 
deren algebraische Summe entweder gestiegen (Nr. 52) oder gefallen 
(Nr. 51, 55 und 56) oder gleichgeblieben sein (Nr. 53 und 54). Wir 
betrachten deswegen die bei den normalen Adrenalinkaninchen ge- 
fundenen Werte gesondert von denen der ,,lipamischen Adrenalin- 
kaninchen‘‘, denn wenn auch die Anderungsrichtung der Mittelwerte 
beider Gruppen (abgesehen von den Jodzahlen) gleichlauft, sind die 
Anderungsgréfen in der lipimischen Gruppe geringer und driicken 
somit die Gesamtmittelwerte auch herab. 


Vergleichen wir nun die Anderungen im Serum der Adrenalin- 
hasen Nr. 45 bis 50 mit denen der Normalhasen (in Tabelle IV, S. 301), 
so finden wir bei den Adrenalintieren gegeniiber den Normalen 
ein Sinken aller Lipoidfraktionen; die Jodzahlen (Ungesattigtheit) 
schwanken innerhalb der Adrenalingruppe in vier Fallen fast gar nicht; 
hingegen steigen sie bei Nr. 50 ziemlich stark an (siehe auch FuBnote 
zu Tabelle I), im Mittelwert ist praktisch kein Unterschied gegeniiber 
der Norm vorhanden: 


Das Adrenalin senkt durchweg den Gehalt des Serums an Chole- 
sterin, Phosphatiden, Fettsiuren und Gesamtfett und laBt die Jod- 
zahlen meistens unbeeinfluBt. In Einzelfallen werden die Jodzahlen 
durch Adrenalin erhéht. 


Ein Bild der Adrenalinbeeinflussung der Organlipoide erhalten 
wir nach Vergleich der Tabellen VI und VII, in denen die Analysen- 
werte der Organe normaler und adrenalinbehandelter Kaninchen in 
Milligramm pro 100 g NaBgewebe angegeben sind. 


Hier sehen wir folgendes: 


In der normalen Gruppe sind die Werte fiir Gesamtfett, Fettsaéuren 
und Cholesterin in der Leber fast durchweg tiefer als bei Adrenalin- 
hasen. Die Phosphatide schwanken ziemlich gleichmaBig in beiden 
Gruppen, die Jodzahlen ebenfalls, scheinen aber bei den Normalhasen 
etwas hoher zu sein. Scharfer sehen wir die Unterschiede nach Vergleich 
der Mittelwerte: Anwachsen der verschiedenen Lipoidfraktionen 
(am wenigsten der der Phosphatide) und unbedeutende Abnahme der 
Jodzahlen nach Adrenalin. Nun kénnte aber der vielleicht nicht un- 
berechtigte Einwand erhoben werden, daB die Kaninchen Nr. 55 und 56 
lipamisch waren, und ihre Organfettwerte dadurch beeinfluBt sind 
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(obwohl die Werte bei Nr. 55 z. B. sogar tiefer liegen als bei dem nicht 
lipémischen Kaninchen Nr. 50). 

Deshalb haben wir auch Mittelwerte fiir die Kaninchen Nr. 45 
bis 50, also unter AusschluB der lipimischen, ausgerechnet. In der 
weiteren Besprechung werden wir nur diese beriicksichtigen. 


Fir die Leber hatten wir dann: Anstieg des Gesamtfettes, der 
Fettsiuren, des Cholesterins und Gleichbleiben der Phosphatide und 
der Jodzahlen unter Adrenalinwirkung. 

Im Fettgehalt der Niere sind bei den Adrenalinhasen die indivi- 
duellen Schwankungen recht stark ausgepragt (vgl. z. B. Nr. 45 und 50 
mit Nr. 47 und 48), so daB wir uns scheuen, den gegeniiber den Normalen 
tiefer ausgefallenen Mittelwerten gréBere Bedeutung beizumessen. 
Die Phosphatidwerte erfahren ebenfalls eine Abnahme; Cholesterin 
und Jodzahlen bleiben gleich. 


Die Werte fiir Gesamtfett und Fettsiuren des Gehirns sind praktisch 
unverandert, Cholesterin nimmt zu, die Phosphatide in gleichem Mabe 
ab, die Jodzahlen sind nach Adrenalin etwas tiefer. Ebenso bleiben 
die Gesamtfett- und Fettsiéurewerte des Herzens nach Adrenalin un- 
verandert, die Phosphatide nehmen ab, das Cholesterin jedoch auch, 
und auch die Ungesattigtheit wird kleiner (obwohl die Jodzahlen in 
der normalen Gruppe an sich, auch innerhalb recht weiter Grenzen 
schwanken). 


Von allen Organen am starksten wird also die Leber beeinfluBbt 
(Zunahme der Lipoidfraktionen um 20 bis 24°). In zahlenmaBiger 
Reihenfolge kommt dann der sinkende Phosphatidgehalt von Niere 
und Herz (16 bzw. 13°) und des Herzcholesterins (15°); daran 
schlieBen sich die Werte fiir Gesamtfett und Fettséuren der Nieren, die 
Gehirnphosphatide (Abnahme um 12, 10 und 11%) und der um 10”, 
steigende Cholesteringehalt des Gehirns; zum SchluB kommen dann 
die in Gehirn und Herz um 7 bis 8 °/, gefallenen Jodzahlen. 


Hier sei noch bemerkt, da8B wir stichprobenweise den Prozentgehalt an 
Trockensubstanz in den Organen der Adrenalinhasen bestimmt haben. 


da uns fiir die Normaltiere auch nur vereinzelte Trockensubstanzwerte 


zur Verfiigung standen; die Unterschiede sind jedoch nicht groB; so fanden 
wir an Trockensubstanz fiir 
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Wir sehen hier nur einmal einen verminderten Gehalt an Trocken- 
substanz in der Leber und im Herzen, das wiirde den Befund fiir das 
Anwachsen des Leberfettes nur noch verscharfen, jedoch die Abnahme 
der Phosphatide und des Cholesterins im Herzen verkleinern. Da wir 
aber nicht genug Werte haben, um mit Sicherheit eine Abnahme der 
Trockensubstanz annehmen zu kénnen, lassen wir die oben angegebenen 
Befunde gelten und betonen, daB sie sich auf NaBgewebe beziehen. 

Unsere Versuchsergebnisse kénnen somit die durch mancherlei 
Versuche begriindete Ansicht friiher genannter Autoren stiitzen, nach 
welcher der durch Adrenalinwirkung erfolgte Abbau des Leberglykogens 
eine beschleunigte Fettmobilisation aus der Peripherie zur Folge hat; 
das Fett wird aus dem Blute von der Leber schneller aufgenommen, 
als es von der Peripherie ins Blut abgegeben werden kann, und auch 
schneller als es in der Leber weiter in Kohlenhydrate umgewandelt 
wird ; deswegen sehen wir ein Sinken des Blutfettes und eine Ansammlung 
des Fettes in der Leber. 

Was die gelegentlichen Anderungen in den anderen Organen 
betrifft, so sind sie teilweise nicht groB genug, teilweise nicht eindeutig 
genug, um sichere Schliisse zuzulassen. Auch ware jede Deutung 
dieser Anderungen hypothetisch, da wir lediglich die Fettbestimmungen 
und keine anderen Stoffwechseluntersuchungen ausgefiihrt haben. 
Zum Schlu8B méchten wit noch die Ergebnisse der Einwirkung von 
Adrenalin mit denjenigen des Insulins (aus unserer vorigen Veréffent- 
lichung) vergleichen. In der Tabelle VIII sind die Mittelwerte der 
Serumfettanderungen und diejenigen der Organfette fiir normale, 
insulinbehandelte und adrenalinbehandelte Tiere zusammengestellt. 


Tabelle VIII. 





Gesamt- _ Fett- Chole- Phos- ~—— — 
fett siuren sterin  phatide sittigtheit  siittigtheit 


Serum: Normalwerte. | — 5 | — 4 — 5 — 2! +1 +1 
Insulin ... | —18 — 18 — 24 — 85 —1 —5 
Adrenalin . . —17 | —17 —15 — 30 +8 +3 

Leber: Normalwerte. 3174 | 2817 323 ©. 2862 104 110 
Insulin... 3170 | 2814 316 2979 112 117 
Adrenalin . . 3785 | 3380 406 2946 103 108 

Niere: Normalwerte. | 3489 | 3049 | 435 | 2641 | 104 115 
Insulin...) 3445 | 2862 | 583 2529 107 116 
Adrenalin . . 3101 | 2691 | 430 2193 107 114 

Gehirn: Normalwerte . | 7724 | B711 | 2019 6032 90 104 
Insulin . | 7402 5007 2335 6366 | 93 108 
Adrenalin . . | 7860 | 5630 2211 5351 87 96 

Herz: Normalwerte. | 2734 | 2515 | 217 2051 | 125 131 
Insulin . . . || 2484 | 2252 232 2092 127 134 
Adrenalin . . | 2685 | 25038 182 1793 116 121 
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Noch iibersichtlicher ist die Tabelle IX, in der wir alle nach 
Adrenalin und Insulin eingetretenen Anderungen in Prozenten der 
Normalwerte angeben (es wurden nur Anderungen, die gréBer als 5 
sind, beriicksichtigt). 

Tabelle 1X. 





Phos- |Gesamttfett- | Fettsturen- 


Gesamt- Fett- Chole- ~ - 
“tet chases teria phatide | cabinet canthelt 

Serum: Insulin. . . . | —13 —14 — 19 —- 33 

Adrenalin . . —12 — 13 —- 10 — 28 
Leber: Insulin. ... +8 +6 

Adrenalin . . + 20 + 29 + 24 
Niere: Insulin. ... — 6 + 33 

Adrenalin . . — 12 —10 — 16 
Gehirn: Insulin. . . . —14 + 16 

Adrenalin . . + 10 ov 3 — 
Herz: Insulin. ...  — 9 —10 + 8 

Adrenalin . . — 15 — 13 —7 —8 


Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB der Effekt der Einwirkung von 
Insulin und Adrenalin auf die Blutlipoide der gleiche ist, bei Insulin 
etwas starker als bei Adrenalin. (Dadurch soll natiirlich durchaus nicht 
behauptet werden, daB der Mechanismus oder das Ziel der Einwirkung 
dieser beiden Hormone gleich ist!) 


Die Gleichartigkeit des Insulin- und Adrenalineffektes besteht 
aber nur im Blute. In den iibrigen Organen finden wir keine Uber- 
einstimmung der Fettbewegung nach Insulin und Adrenalin, es sei 
denn im Cholesteringehalt des Gehirns, der sowohl nach Insulin wie 
nach Adrenalin steigt, und der Nierenfettsiuren, die ein wenig sinken. 


‘ 


Zusammenfassung. 


I. Nach fortgesetzter Adrenalininjektion von je 0,3 mg mit viertel- 
stiindigen Pausen wurden 4 Stunden nach der ersten Adrenalingabe 
folgende Veranderungen am Kaninchen beobachtet : 

a) Abnahme der Phosphatide, des Cholesterins, der Fettséuren und 

des Gesamtfettes im Serum. 

b) Zunahme der Fettsdéuren, des Cholesterins und Gesamtfettes in 

der Leber. 

c) Abnahme der Phosphatide, der Fettséuren und des Gesamt- 

fettes in der Niere. 


d) Abnahme der Phosphatide bei gleichzeitiger Zunahme des 
Cholesterins im Gehirn; schwache Abnahme der Fettsauren- 
ungesattigtheit. 


] 
verla 
kann 
Einfl 

] 
nalin 
Effek 
Insuli 


] 
Gehir 
saure 


1 
1931. 
1913. 
P. Mi 
f. d. g 
4, 107 
Zeitsc 
Ergeb 
exper. 
diese 
262 bi 
sehrift 
15) K 
803, 1 
17) P. 
ring, | 
exper. 
17, 43 
22) G. 
Physi 
glow, | 
ihre P 
Journ 
343, 
exp. | 
diese 
233, 2 





CS 
ii- 


EinfluB des Adrenalins auf die Blut- und Organlipoide. 309 


e) Abnahme der Phosphatide und des Cholesterins im Herzen; 
schwache Abnahme der Ungesattigtheit. 


Il. Die Einwirkung des Adrenalins auf lipamische Kaninchen 
verlauft an sich in gleicher Richtung wie die auf normale Tiere; jedoch 
kann der AdrenalineinfluB durch den entgegengesetzt verlaufenden 
EinfluB der fortschreitenden Lipimie verdeckt werden. 


III. Wenn auch der Wirkungsmechanismus von Insulin und Adre- 
nalin ein verschiedener ist, bewirkt er im Serum dennoch den gleichen 
Effekt: Absinken simtlicher Lipoidfraktionen. Diese Wirkung ist bei 
Insulin etwas starker ausgepragt als bei Adrenalin. 

IV. An anderen Organen finden wir, auBer der Steigerung des 
Gehirncholesterins und einer unbedeutenden Senkung der Nierenfett- 
siuren, keine Ubereinstimmung in der Wirkung beider Hormone. 
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Der Jodgehalt von Pferdeschilddriisen’. 


Von 


H. Courth. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdorf.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1931.) 


In den letzten Jahren wurde vielfach die Ansicht eines Jodmangels 
bei unseren Haustieren vertreten und mit einer Jodverarmung der 
Futtermittel in Verbindung gebracht. Die in der Literatur zu findenden 
Angaben iiber den Schilddriisenjodgehalt unserer Haustiere [(1) (2) (3) 
(4) (5) (6)] und wildlebender Tiere (7) lassen allerdings bei letzteren einen 
bedeutend héheren Jodgehalt erkennen. Im allgemeinen erstrecken 
sich die Angaben aber nur auf eine geringe Anzahl] von Untersuchungs- 
objekten. 


Im vorliegenden Bericht werden die Untersuchungsergebnisse von 
Pferdeschilddriisen mitgeteilt. Gerade die Untersuchung des Pferde- 
schilddriisenjodgehalts interessierte um so mehr, da dariiber, soweit 
in der vorhandenen Literatur festgestellt werden konnte, bisher nichts 
bekannt ist. Die bisherigen Arbeiten erstreckten sich auch meistens 
nur auf Gewichtsfeststellungen und histologisch-anatomische und 
-pathologische Untersuchungen [(8) (9)], ohne gleichzeitig auf den Jod- 
gehalt der Schilddriise naher einzugehen. 


Experimenteller Teil. 


A. Material und Methodisches. 


Das fiir diese Arbeit untersuchte Material umfaBt 89 Driisen. Die 
Driisen wurden gleichzeitig von C.Geuer histologisch untersucht. Seine 
Ergebnisse werden in einer Dissertationsarbeit gesondert niedergelegt. 


1 Diese Untersuchungen wurden mir durch Unterstiitzung der ,,Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft‘ erméglicht, wofiir an dieser 
Stelle ergebenster Dank gesagt sei. 
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Der jeweils verbleibende Teil der Driisen wurde mir zur Jodanalyse 
iiberlassen. Von der angegebenen Anzahl der Driisen sind 86 Pferde- 
(35 Kaltblut-, 7 Vollblut-, 42 Warmblut-, 2 Pony-), 2 Esel- und eine Maultier- 
driise. Die Driisen sind geschlachteten Tieren in der Zeit vom November 1929 
bis November 1930 entnommen und kénnen als Durchschnittswertung 
eines Jahres angesehen werden. Sie stammen von den Schlachthéfen 
Berlin, Bonn, Duisburg und Kéln, wohin Pferde aus den verschiedensten 
Gegenden aufgetrieben werden. Die von auswarts bezogenen Driisen waren 
in 5% Formalin sterilisiert, um hierdurch eine Zersetzung zu verhindern. 
Die Sterilisierung in Formalin war fiir die Jodanalyse belanglos, da die 
Fliissigkeit dem Verbrennungsaufschlu8 beigefiigt wurde. 


Das Material wurde nach der sauren Verbrennungsmethode von 
Pfeiffer [((10) (11) (12) (13)] mit Zusatzverbrennung aufgeschlossen und der 
Jodgehalt sowohl kolorimetrisch wie titrimetrisch, nach erfolgter Oxydation 
mit Chlorwasser, bestimmt!. 


B. Untersuchungsergebnisse. 
I. Allgemeine Ubersicht. 


In der Gesamtiibersichtstabelle werden die Ergebnisse der Unter- 
suchungen in zeitlicher Reihenfolge geordnet wiedergegeben. 


1 Mit der sauren Verbrennung nach Pfeiffer sind bequem acht bis 
zehn Analysen taglich bei Einwagen von 10 g durchzufiihren. Es ist richtig, 
wie Scheffer (14) sagt, daB wahrend dieser Verbrennung organische Reste 
in die Destillationsvorlagen iibergehen, aber darauf hat Pfeiffer schon 
selbst und wiederholt hingewiesen. Verfairben kénnen sich die Vorlagen 
nur bei unvollstandiger Verbremnung, d.h. Scheffer hat unzureichende 
Verbrennungstemperaturen angewandt. Die widrigen Momente bei seiner 
Methode hat Pfeiffer durch die Zusatzverbrennung  ausgeschaltet, 
wortiber schon im Juni 1930 an_ verschiedenen Stellen Referate 
erschienen sind. 

Die von Scheffer beschriebene, offene alkalische Verbrennungsmethode 
bringt in ihrem Prinzip nichts Neues; es wird lediglich die Substanzmenge 
reduziert und durch Anwendung niederer Temperaturen die Verkokungszeit 
verlangert. Bekannt ist es ebenfalls, da8 man die einer organischen Substanz 
beigefiigte Jodkaliummenge ohne weiteres aus ihrer Kohle extrahieren 
kann. Die Verhialtnisse liegen aber anders bei der Isolierung des schwer 
zerstérbaren EiweiBjods.  Parallelversuche mit 1g Schilddriisenpulver 
lieferten z. B. folgende Resultate: Die saure Verbrennung nach Pfeiffer 
ergab durch direkte Titration des Destillats in 55 Minuten einen Wert 
von 3569 y Jod. Bei der alkalischen Verbrennung nach Scheffer, 5 Stunden 
bei 300° auf dem Sandbad, wurden in der ersten dunkelbraunen Extraktion 
der Kohle 2415 y Jod gefunden. Eine nochmalige, mehrstiindige Ver- 
brennung des Kohlenriickstandes brachte weitere 281 y Jod, so daB jetzt 
insgesamt 2696 y einem Wert von 3569 y nach Pfeiffer gegeniiberstanden. 
Die immer noch nicht vollstaéndig verbrannte Kohle nach Scheffer wurde 
zuletzt sauer verbrannt und enthielt weitere 260 y Jod. Auf die schwere 
Zerstérbarkeit des organischen Jods und auf die verschiedenen Verlust- 
faktoren bei offenen Verbrennungen sei damit nochmals hingewiesen. 
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Bei der ersten Betrachtung der Tabelle sieht man, daB die Pferde- 
schilddriisen sowohl innerhalb des Gewichts wie innerhalb des absoluten 
(Gesamt-) Jodgehalts und innerhalb des relativen Jodgehalts, letzterer 
berechnet auf 1g frische Driisensubstanz, groben Schwankungen 
unterworfen sind. So schwankt das Gewicht zwischen 9,58 und 194,03 g, 
der absolute Jodgehalt zwischen 583 und 83730 y, der relative Jod- 
gehalt zwischen 51 und 1878 y. Driise Nr. 43 mit dem héchsten relativen 
Jodgehalt, 1878 y bei ungefahr normalem Driisengewicht, fallt hierbei 
ganz besonders auf. 


II. Beziehungen zwischen Driisengewicht, Gesamt- und relativem Jodgehalt. 


Nach Tabelle I schwankt, ganz allgemein betrachtet, der relative 
Jodgehalt mit steigendem Driisengewicht unregelmaBig auf und ab. 
Hohe Jodwerte treten bei simtlichen Driisengewichten auf, ebenso 
auch niedrige Jodwerte. Bei simtlichen Driisengewichten finden sich 
somit ahnliche relative Jodwerte. 

Da der Gesamtjodgehalt das Produkt aus Driisengewicht und 
relativem Jodgehalt darstellt, so wirken sich auch die Schwankungen 
im relativen Jodgehalt bei ihm aus. Im allgemeinen erfahrt er jedoch 
eine Zunahme mit steigendem Driisengewicht. Zwischen Driisen- 
gewicht und relativem Jodgehalt lassen sich somit scheinbar keine 
Beziehungen herauslesen, beim absoluten Jodgehalt nur insofern, als 
er mit steigendem Driisengewicht fiir gew6hnlich eine Zunahme erfahrt. 


III. Mittleres Driisengewicht, mittlerer Gesamt- und relativer Jodgehalt und 
deren Abhdangigkeit von Alter, Rasse, Geschlecht und Jahreszeit. 

Fir die Berechnung des mittleren Driisengewichts wie des mittleren 
Gesamt- und relativen Jodgehalts und deren Abhangigkeit von obigen 
Faktoren erscheint es infolge der groben Gewichtsunterschiede nicht 
angangig, samtliche Driisen in den Kreis der naheren Betrachtungen 
einzuschlieBen. Denn der Umstand, daB die Untersuchung des Pferde- 
schilddriisenjodgehalts unter Beriicksichtigung des Driisengewichts den 
Hauptgesichtspunkt der Arbeit darstellt, weist von vornherein darauf 
hin, daB bei der Beurteilung des Driisenmaterials besonders die Frage 
einer etwa beginnenden Kropfdisposition beriicksichtigt werden muB. 

Aus Schweinhubers (15) Ergebnissen, die allerdings durch recht ge- 
ringes Material begriindet sind, schlieBt Liibke (16), daB das Gewicht normaler 
Pferdeschilddriisen zwischen 20 bis 35 g schwankt. Das mittlere absolute 
Gewicht der von Liibke selbst untersuchten 66 Warm- und Kaltblutdriisen 
liegt bei 22,53 g. Der Spielraum ist mithin nach oben bedeutend gréBer als 
nach unten. Ich méchte aus diesem Grunde den gleichen Spielraum von 
12,5 g auch nach unten annehmen und die Driisen von 10 bis 35 g naiher 
auf ihre Abhangigkeit untersuchen. Dabei sei diese Zahl keineswegs als 
Norm bezeichnet, da ich mir des willkiirlichen Charakters derselben sehr 
wohl bewuBt bin. 
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Bei dieser Feststellung scheiden demnach die Driisen Nr. 3, 4, 18, 
20, 28, 45, 51, 56, 66, 67, 82 bis 86, ferner Nr. 11 und 42 aus, letztere, 
weil bei Nr. 11 nur eine Halfte, die andere Halfte war ein Kolloid- 
kérper, und Nr. 42, da sie nicht ganz vollstandig war. 


a) Mittleres Driisengewicht, mittlerer Gesamt- und relativer 
Jodgehalt. 

Innerhalb der als Norm angenommenen Gewichtsspanne errechnet 
sich bei 68 Pferden ein mittleres Driisengewicht von 20,34 g. Dieses 
Gewicht bleibt somit 2,19 g hinter dem von Liibke gefundenen Wert 
zuriick. Das mittlere Gewicht saimtlicher Driisen liegt bei 26,98 g 
und iibersteigt somit den ersten Wert um 6,64 g. Der mittlere relative 
Jodgehalt liegt bei 460 y, der mittlere absolute Jodgehalt bei 9548 y. 
b) Sind Jodgehalt und Gewicht der Schilddriise durch das 

Alter bedingt? 


Wie aus der Gesamtiibersichtstabelle ersichtlich, lassen sich aus 
dem Untersuchungsmaterial nennenswerte. durch Alter bedingte Unter- 
schiede kaum herauslesen. Denn sowohl bei den jiingeren wie bei den 
alteren Pferden finden wir Werte, die im Gewicht, im absoluten und 
relativen Jodgehalt die anderer Altersgruppen einerseits bedeutend 
iibersteigen, andererseits sehr hinter ihnen zuriickbleiben. Zur ge- 
naueren Uberpriifung der durch das Alter bedingten Unterschiede 
schien deshalb eine Unterteilung in Jahresgruppen erforderlich. In 
der Unterteilung werden simtliche Pferde in vier Altersgruppen ein- 
geteilt, nimlich in 0 bis 2, 3 bis 5, 6 bis 11, 12 und mehr Jahre. Die 
Gruppe | enthalt wachsende, noch nicht voll geschlechtsreife, Gruppe 2 
voll geschlechtsreife, zum Teil noch wachsende, Gruppe 3 ausgewachsene 
und voll geschlechtsreife und Gruppe 4 altere und ganz alte Tiere. 
Der Spielraum in Gruppe 4 ist so groB genommen, daB eventuelle 
Fehler, die bei der nicht mehr ganz leichten Altersbeurteilung dieser 
Gruppe entstanden sein kénnen, vermieden werden. Nr. 15 und 36 
scheiden bei dieser Betrachtung aus, da ihr Alter nicht bekannt. 














Tabelle II. 
Mittelwerte der einzelnen Altersgruppen. 
ey ; NE Mittleres aa - Mittlerer = | Mittlerer relativer 
Altersgruppe Anzahl Driisengewicht | Gesamtjodgehalt | Jodgehalt 
der Tiere | 
Jahre £ Y Y 
o2 | 6 19,12 9 127 484 
38—5 i} 15 (16) se. 8 637 (11 093) 369 (464) 
6—11 16 21,74 8 734 46 
12—... 17 18,31 19 095 565 
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Die Zahlen der Tabelle Il bedeuten die Mittelwerte der einzelnen 
Gruppen. In der Altersgruppe 3 bis 5 Jahre sind beim Gesamt- und 
beim relativen Jodgehalt auBerdem eingeklammerte Werte angefiihrt. 
Bei letzteren ist die Driise mit dem héchsten Gesamt- und relativen 
Jodgehalt der als normal angesprochenen Driisen, Nr. 43, Tabelle I, 
eingeschlossen. 

Aus der Tabelle II ist nun ersichtlich, daB das Driisengewicht 
vermutlich in einem Abhangigkeitsverhaltnis zu dem Alter steht. 
Dasselbe erreicht scheinbar mit dem sechsten Lebensjahre seinen 
héchsten Wert und nimmt spater wieder ab. 

Was den Jodgehalt anbetrifft, so sind sowohl beim Gesamt- wie 
beim relativen Jodgehalt innerhalb der einzelnen Altersgruppen keine 
nennenswerten Unterschiede vorhanden. Beim relativen Jodgehalt 
fallt der hohe relative Wert von Nr. 43 mit 1878 y bei Gruppe 2 nicht 
so sehr in die Waagschale. 


Aus obigen Ergebnissen ist nun die SchluBfolgerung zu ziehen, daB 
Gesamt- und relativer Jodgehalt der Pferdeschilddriisen wohl nicht 
vom Alter abhangen, sondern daB, ebenso wie ich bei Schweinen beob- 
achtete (17), der relative Jodgehalt schon bald nach der Geburt einen 
ziemlich hohen Wert annimmt, um dann friihzeitig sein Maximum zu 
erreichen. Dies kann aus Nr. 86, einem in der Geburt getéteten, und 
Nr. 13, Tabelle I, einem ein halbes Jahr alten Fohlen, geschlossen werden. 


ec) Die Beurteilung des Materials vom Standpunkt der 
Rassenfrage. 

Nachdem im vorhergehenden Abschnitt ein Uberblick iiber die 
Beziehungen zwischen Alter der Tiere einerseits und Gewicht, absolutem 
und relativem Jodgehalt der Schilddriise andererseits gegeben wurde, 
wird versucht, das Material vom Standpunkt der Rassenfrage zu be- 
urteilen. 

Fellenberg und Pacher (18) kommen in ihrer Arbeit: ,,Der Jodgehalt 
der Schilddriisen verschiedener Rinderrassen usw.‘* zu dem Ergebnis, 
daB zwar Unterschiede in der Streuung der Schilddriisengewichte und im 
relativen Jodgehalt der Driisen verschiedener Rassen bestehen, wobei sich 
jedoch nicht feststellen laBt, ob es Rasseneigentiimlichkeiten sind, oder 
ob sie mit der Herkunft zusammenhangen, ebenso nicht, ob dabei kon- 
stitutionelle oder konditionelle Faktoren mitsprechen. 

In vorliegender Arbeit ist nur eine Unterteilung in Kalt-, Warm-, 
Vollblut und Pony vorgenommen. Reine Vollblutdriisen sind nur 
schwer zu beschaffen, infolgedessen ist das Material in dieser Beziehung 
etwas gering. Die Anzahl verringert sich leider noch mehr, weil von 
den sieben untersuchten Driisen vier wegen Uberschreitung der als 
Norm angenommenen Spanne ausscheiden. 
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Die leichtesten Driisen finden sich in der Gesamtiibersichtstabelle 
bei den Warmbliitern, die schwersten bei den Kaltbliitern, jedoch 
kommen auch hier geringe Gewichte vor. Auffallend ist nur, daB von 
den dreizehn, wegen Uberschreitung der als Norm angenommenen 
Gewichtsspanne, ausgeschiedenen Driisen acht Kalt- und vier Vollblut- 
driisen sind, wahrend nur eine Warmblutdriise ausscheidet. 

Da eine Beurteilung der Zusammenhange zwischen Rasse, Gewicht, 
Gesamt- und relativem Jodgehalt der Schilddriisen in der Haupt- 
ibersichtstabelle nur schwer méglich ist, sind in Tabelle III die Mittel- 
werte der einzelnen Gruppen nach Rassen geordnet angegeben. 


Tabelle III. 


Mittlere Schilddriisengewichte und Jodgehalte der einzelnen Rassen. 





—_ Mittleres Mittlerer Mittlerer relativer 
Rasse Fun Driisengewicht Gesamtjodgehalt Jodgehalt 
£ Y 7 
Kaltblut ..... | 22 (23) 21,62 9686 (11 199) 494 (549) 
Warmblut ....!| 35 19,11 8738 460 
aes 3 24,91 5680 248 
eee eee 2 21,92 8163 388 
2 18,83 4406 234 
Maultier...:.. 1 25,62 7007 277 


Bei der Betrachtung vorstehender Tabelle fallt das um 2,5] g 
schwerere mittlere Schilddriisengewicht der Kaltblutpferde gegeniiber 
den Warmbliitern auf. Da bei den von Liibke untersuchten Pferde- 
driisen eine ebensolche Differenz festgestellt wurde, denn bei ihm liegt 
das Mittel der 66 Kalt- und Warmblutdriisen, errechnet aus den in 
seiner Anhangstabelle angegebenen Werten, beim Kaltblut bei 23,20 g 
und beim Warmblut bei 21,81 g, scheinen die Kaltblutpferde im Durch- 
schnitt ein gréBeres absolutes Schilddriisengewicht zu haben als die 
Warmblutpferde. 

Das scheinbar hohe mittlere Driisengewicht der Vollblutpferde in 
Tabelle III ist durch das relativ hohe Gewicht von Driise Nr. 57, 
Tabelle I, mit 34,08 g bedingt, was sich in diesem Falle bei der geringen 
Anzahl der Individuen ganz besonders bemerkbar macht. Zwischen 
Pony, Esel, Maultier und dem Mittel der anderen Driisen bestehen 
in den untersuchten Fallen keine groBen Unterschiede. Die Anzahl 
der untersuchten Driisen bei Vollblut, Pony, Esel und Maultier ist 
aber auch zu gering, um irgendwelche SchluBfolgerungen ziehen zu 
k6énnen. 

Was nun den relativen Jodgehalt anbetrifft, so sind zwischen 
Warm- und Kaltblutdriisen keine Unterschiede vorhanden. Es sind 
somit wahrscheinlich auch die von Fellenberg und Pacher gefundenen 
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Unterschiede im relativen Jodgehalt, wie sie selber annehmen, mehr 
durch Landesgegend als durch Rasse bedingt. 


Beim absoluten Jodgehalt ergibt sich ein Unterschied von fast 
900 y zwischen Kalt- und Warmblutdriisen, der allerdings mit dem 
héheren Driisengewicht zusammenhangt. Auffallend gering sind die 
relativen Jodgehalte der anderen Gruppen, wahrend der absolute 
Jodgehalt bald mehr, bald weniger unter dem der Warmblutdriisen 
zurickbleibt, jeweils bedingt durch die gréBeren oder geringeren 
Gewichtsunterschiede. 


Innerhalb der einzelnen Rassen, wenigstens zwischen Kalt- und 
Warmblutpferden, bestehen somit keine nennenswerten Unterschiede 
im relativen Jodgehalt. Gewisse Unterschiede im absoluten Jodgehalt 
sind durch die héheren absoluten Driisengewichte der Kaltblutpferde 
bedingt. 


d) Sind Gewicht, Gesamt- und relativer Jodgehalt der 
Schilddriise durch das Geschlecht bedingt? 

Neben anderen Faktoren wird auch oft das Gescllecht als ein 
die Unterschiede im Schilddriisenjodgehalt bedingender Faktor an- 
gegeben, jedenfalls ob gewisser zwischen Schild- und Geschlecnts- 
driisen bestehender Korrelationen. Ein bestimmter Beweis fiir solche 
Unterschiede war jedoch in der Literatur nicht zu finden. 


Zwecks besserer Gegenitiberstellung und Beurteilung des Materials 
sind in Tabelle IV, genau wie in den vorhergehenden Abschnitten, die 
Mittelwerte der einzelnen Gruppen nach Geschlechtern geordnet an- 


gegeben. 
Tabelle IV. 


Jod- und Gewichtsmittelwerte der einzelnen Geschlechter. 








Anzahl Mittleres ‘ _Mittlerer Mittlerer relativer 
Geschlecht - Tiere Driisengewicht Gesamtjodgehalt Jodgehalt 
£ 7 ? 
a ie oo ae Be 22,60 6 935 331 
Wallach... .. || 26 (27) 20,39 10 387 (11729) 513 (560) 
Ns” oes pee 34 20,08 8 054 408 


In der Tabelle IV fallt das um 2,3 bzw. 2,5 g schwerere Driisen- 
gewicht der Hengste gegeniiber den Wallachen und Stuten auf, welche 
ihrerseits nur wenig differieren. Dies ist jedoch dadurch bedingt, dab 
bei der geringen Anzahl der Driisen (sieben) zwei iiber 30 g wiegen. 
Eine Mittelwertsberechnung der von Liibke untersuchten absoluten 
Driisengewichte laBt mit 22,83 g fiir Stuten und 23,65 g fiir Wallache 
ebenfalls keine groBen Unterschiede erkennen, so daB nach alledem 
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das absolute Driisengewicht wohl weniger durch das Geschlecht bedingt 
zu sein scheint. 


Was nun den absoluten und relativen Jodgehalt anbetrifft, so treten 
hier augenscheinliche Unterschiede zutage. Wahrend zwischen Hengst 
und Stute geringe Unterschiede zu erkennen sind, werden sie bei den 

Wallachen bedeutend gréBer. So iiberragt der mittlere relative Jodgehalt 
der Wallache den der Hengste um 55°, und den der Stuten um 25,9 °,. 
wahrend zwischen Hengst und Stute der Unterschied nur 21% betragt 

Beim absoluten Jodgehalt ergibt sich ungefaihr das gleiche Bild. Trotz 
des héheren mittleren Driisengewichts der Hengste gegeniiber den anderen 
iiberragt der mittlere absolute Jodgehalt der Wallache den der Stuten 
um 28,3 °, und den der Hengste sogar um 49°, und der der Stuten den de: 
Hengste um 16°,. Mithin ergibt sich in beiden Fallen sowohl beim absoluten 
wie beim relativen Jodgehalt, da®B der Schilddriisenjodgehalt der Wallache 

bedeutend héher liegt als der der Hengste und Stuten. Ob die zwischen 
4 Hengst und Stute bestehenden geringen Unterschiede im Schilddriisen 
jodgehalt durch das Geschlecht bedingt sind, laBt sich bei der geringen 
Anzahl der untersuchten Hengstdriisen nicht mit Sicherheit entscheiden. 


Unter der Voraussetzung der tatsichlich vorhandenen Korrela- 
tionen einzelner innersekretorischer Driisen lieBe sich vielleicht eine 
Abhangigkeit des erhéhten Schilddriisenjodgehalts der Kastraten, hier 
Wallache, in folgendem Sinne herauslesen. Mit dem Ausfall der Ge- 
schlechtsdriisen wird die Sekretion der Schilddriise méglicherweise 
verlangsamt, so daB sich dadurch der Jodgehalt steigert. Durch diese 
Hemmung des Hormonabflusses wird auch der Gesamtstoffwechsel 
beeinfluBt. 
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e) Gewicht, Gesamt- und relativer Jodgehalt der Schilddriise 
in ihrer Abhangigkeit von der Jahreszeit. 

In der Hauptiibersichtstabelle, wo die Driisen nach Monaten 
geordnet sind, treten innerhalb der einzelnen Monate keine deutlichen 
Unterschiede auf. Denn sowohl in den Sommer- wie Wintermonaten 
beobachtet man Driisen mit hohen und auch geringen Werten. Zur 
Klarung der Frage, ob hier gewisse durch die Jahreszeit bedingte 
Unterschiede bestehen, werden in der Tabelle V die Mittelwerte von 
$f je 3 Monaten, mit Januar beginnend, zusammengestellt. 
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* Tabelle V. 


: Gewichts- und Jodmittelwerte in ihrer Abhangigkeit von der Jahreszeit. 








Mittleres Mittlerer Mittlerer relativer 
Anzahl Driisengewicht Gesamtjodgehalt Jodgehalt 


Zeit der Tiere 
u Y Y 


I. Quartal. ... 14 15,48 6476 422 
Scag 9 (10) 21,20 9886 (13693) 475 (615) 
toe oe 22:8 9644 410 
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Ganz besonders fallt hier das niedere mittlere Driisengewicht des 
ersten Vierteljahres gegeniiber den anderen ins Auge. Dieses niedrige 
Driisengewicht des ersten Quartals sowie das Ansteigen desselben bis 
zum dritten Quartal und die Abnahme zum letzten Jahresviertel hin 
zeigen die gleichen Abhangigkeitsverhiltnisse der Driisengewichte 
von der Jahreszeit, wie sie schon Pfeiffer (19) bei den von ihm unter- 
suchten Rinderdriisen beobachtet hat. Spdéttel (20) fand bei Schafen 
dagegen in den Wintermonaten die héchsten Driisengewichte und im 
Sommer die niedrigsten Werte. 

Die mittleren relativen Jodwerte der einzelnen Quartale sind 
derart ausgeglichen, daB hier keine Unterschiede festgestellt werden 
kénnen. Auch beim Gesamtjodgehalt bestehen innerhalb des zweiten, 
dritten und vierten Quartals keine groBen Unterschiede. Der geringere 
Gesamtjodgehalt von Gruppe I ist seinerseits durch das geringere 
Driisengewicht bedingt. Beide GréBen stehen nach meiner Beobach- 
tung miteinander in Beziehung. 

Bei den von mir untersuchten Driisen sind mithin Driisengewicht 
und Gesamtjodgehalt mit groBer Wahrscheinlichkeit von der Jahreszeit 
abhangig, und zwar in der Weise, daB sie vom Winter iiber das Friihjahr 
zum Sommer hin zunehmen, um dann im Herbst wieder abzunehmen. 
Der relative Jodgehalt erfihrt innerhalb der einzelnen Jahreszeiten 
jedoch keine nennenswerte Veranderung. 


Zusammenfassung. 


1. Zu den Untersuchungen iiber den Jodgehalt der Pferdeschild- 
driise wurden 89 Driisen, 86 Pferde- (35 Kaltblut-, 7 Vollblut-, 42 Warm- 
blut-, 2 Pony-), 2 Esel- und eine Maultierdriise herangezogen. 

2. Bei den untersuchten Pferdeschilddriisen schwankt das Gewicht 
zwischen 9,58 und 194g, der Gesamtjodgehalt zwischen 583 und 
83736 y und der relative Jodgehalt, berechnet auf | g frische Driisen- 
substanz, zwischen 51 und 1878 y. 

3. Das mittlere Gewicht simtlicher Driisen liegt bei 26,98 g. Es 
werden nur die Driisen von 10 bis 35g naher auf ihre Abhangigkeit 
von verschiedenen Faktoren (Alter, Rasse, Geschlecht und Jahreszeit) 
beurteilt. Das mittlere Driisengewicht liegt in diesem Falle bei 20,34 g, 
der mittlere relative Jodgehalt bei 460 und der mittlere absolute 
bei 9548 y. 

4. Esel- und Maultierdriisen zeigen ungefaihr gleiche Werte. 

5. Zwischen dem absoluten Schilddriisengewicht und dem relativen 
Jodgehalt bestehen keine naiheren Beziehungen. Denn bei simtlichen 
Driisengewichtsgruppen sind ahnliche relative Jodwerte. Der absolute 
Jodgehalt erfihrt mit steigendem Driisengewicht im allgemeinen eine 
Zunahme. 
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6. Das Driisengewicht erfahrt bis zum sechsten Lebensjahre ein 
Zunahme. Der relative Jodgehalt erreicht schon bald nach der Geburt 
sein Maximum. 

7. Innerhalb der einzelnen Rassen bestehen beim relativen Jod 
gehalt keine Unterschiede. 

8. Relativer und absoluter Jodgehalt der Wallache liegen im Mitte] 
bedeutend héher als die der Hengste und Stuten. Der erhéhte Schild- 
driisenjodgehalt der Wallache 14Bt sich vielleicht derart erklaren, 
daB durch das Korrespondieren der Schild- und Geschlechtsdriisen bei 
dem Ausfall der Geschlechtsdriisenfunktion die Schilddriise in ihrem 
HormonabfluB verlangsamt wird und sich damit der Jodgehalt steigert. 
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Ein Dialysierverfahren 
zur quantitativen Serumeiweibkérperbestimmung. 


Von 


A. A. Sehmidt und Kiara Tuljtschinskaja. 


(Aus dem Zentrallaboratorium des Metschnikowschen Krankenhauses in 
Leningrad. ) 


(Eingegangen am 14, Januar 1931.) 


Die klassischen Arbeiten, welche der Untersuchung der Serum- 
eiweiBkérper gewidmet sind und von der Hofmeisterschen Schule 
ausgefiihrt waren, wurden mittels analytischer Verfahren angestellt, 
die eine groBe Menge von Untersuchungsmaterial erfordern. Diese 
Verfahren wurden angewandt sowohl zur Aufklarung der chemischen 
Beschaffenheit dieser oder jener EiweiBfraktion des Plasmas und des 
Serums, sowie zur Feststellung der quantitativen Beziehungen zwischen 
den EiweiBfraktionen. Es versteht sich, daB diese Verfahren bei 
der Serienuntersuchung der BluteiweiBkérper nicht gebraucht werden 
konnten, namlich bei der Untersuchung der Dynamik dieser K6érper, 
wo fiir jede Analyse nur eine sehr geringe Menge des Untersuchungs- 
materials zur Verfiigung steht. 

Sowohl fiir klinische wie auch fiir experimentelle Zwecke muBten 
Verfahren eingefiihrt werden, welche es gestatten, mit geringen Plasma- 
oder Serummengen zu arbeiten. Zur Aufklirung der quantitativen 
Beziehungen zwischen den EiweiBfraktionen werden gegenwartig 
folgende Verfahren der quantitativen Bestimmung der Plasma- und 
SerumeiweiBkérper verwendet: 1. die Refraktometrie nach Robertson- 
Reiss [ Petschacher, Berger und Schretter (1)], 2. die Gravimetrie [Star- 
linger und Hartl (2)] und 3. die Kjeldahlometrie [Howe (3)]. 

Alle drei Methoden finden Anwendung sowohl in der Klinik, 
wie auch beim Experiment. Fiir besonders genau werden die gravi- 
metrische und die kjeldahlometrische Methode gehalten. 

Indem wir die Untersuchung der Wirkung einiger physiologischer 
und pathologischer Momente auf die Dynamik und Statik der Plasma- 
und SerumeiweiBkérper vornahmen, stellten wir uns vor allem die 
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Frage, welche Methodik bei der quantitativen Bestimmung dieser 
Korper benutzt werden miiBte. Wir planten, nicht nur die quantitativen 
Beziehungen zwischen dieser und jener Eiweibfraktion zu verfolgen, 
sondern auch diese Fraktionen womdéglich in reinem Zustande zu 
gewinnen. 

Es war dabei erwiinscht, diese Fraktionen in einer méglichst wenig 
verinderten Gestalt zu erhalten, um einige biologischen und physikalisch.- 
chemischen Eigenschaften derselben, sowie ihre chemische Zusammen- 
setzung zu untersuchen. Wir konnten daher die gew6hnlichen Verfahren 
der Ausscheidung der EiweiBfraktionen aus dem Blute nicht anwenden, 
die in den Fallen gebraucht werden, wo nur die quantitative Be- 
stimmung allein ausgefiihrt werden soll. Wir muSten eine Methode 
anwenden, bei welcher die Eiweiffraktionen in médglichst wenig 
denaturierter Form ausgeschieden werden. Hat man diese Fraktionen 
in einer derartigen Form, so ist es nicht schwer, auch die quantitative 
Bestimmung derselben auszufiihren. Zu diesem Zwecke kann ent weder 
die Gravimetrie oder die Kjeldahlometrie verwendet werden. 


Wir nehmen an, daB zwei Methoden die beste Lésung der von 
uns gestellten Aufgaben geben. Die erste Methode ist das Elektro- 
dialysierverfahren, die zweite das Fraktionieren der Serumeiweil)- 
kérper mit neutralen, schwefelsauren Salzen [Na,SO, und (N H,).80,) 
mit nachfolgender Entfernung der Salze aus der Lésung durch gewohn- 
liche Dialyse. Fiir das erste Verfahren — die Elektrodialyse — gibt 
es gegenwartig gut arbeitende Apparate, bei welchen die Eiweib- 
fraktionen aus dem Serum in sehr wenig veranderter Form gewonnen 
werden. Vor kurzem hat T'éth (4) sogar eine Elektrodialysiermethode 
zur quantitativen Bestimmung der Serumeiweibkérper vorgeschlagen. 
Fiir unsere Arbeitsbedingungen war die zweite Methode, das Aus- 
salzungsverfahren der EiweiBkérper aus dem Serum mit neutralen 
Salzen mit nachfolgender Entfernung der Salze durch Dialyse, zu- 
ganglicher. 

Im Prinzip besteht unser Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
der SerumeiweiBkérper darin, daB die Globulinfraktion aus dem verdiinnten 
Serum durch Halbsattigung mit Ammonsulfat gefallt wird. Die gefallte 
Fraktion wird durch Filtrieren entfernt; durch nachfolgendes Auswaschen 
mit halbgesattigter Lésung desselben Salzes werden die gefallten Globu- 
line von den an ihnen bei der Fallung haftengebliebenen Albuminen be 
freit. Der ausgewaschene Niederschlag wird in einer geringen Menge 
Wasser gelést, die mit NaOH etwas alkalisch gemacht ist. Die wasserige 
Globulinlésung wird dialysiert, bis das Ammonsulfat aus der Lésung 
entfernt ist. Dabei lassen sich die Globuline nach der Dialyse in zwei 
Fraktionen einteilen: eine stabilere, welche in Lésung bleibt und aus 
dieser nur bei vélliger Entfernung sémtlicher Elektrolyte (durch Elektro 
dialyse) ausfallt, und eine weniger stabile, welche schon bei der ge- 


w6hnlichen Dialyse ausfallt, wenn noch ein gewisser Teil der Elektrolyte 
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in der Lésung ist. Die erste, stabilere Fraktion wird als Pseudoglobu- 
line, die zweite weniger stabile als Euglobuline bezeichnet. 

Zur Gewinnung der Albumine verfahren wir so, daB das Filtrat, nach 
der Entfernung der Globuline, quantitativ in den Dialysator iibertragen 
und die Dialyse bis zur vollkommenen Entfernung des Ammonsulfats 
aus der Lésung fortgesetzt wird. Nach unserem Verfahren erhalten wir 
also aus dem Serum drei besonders scharf ausgesprochene Eiweib- 
fraktionen, namlich: die Euglobuline, Pseudoglobuline und Albumine. Zur 
quantitativen Bestimmung dieser Fraktionen bestimmen wir in ihnen 
kjeldahlometrisch den Stickstoff. 


Methodik. 


Die Einzelheiten der von uns vorgeschlagenen Methodik bestehen im 
folgenden: 

leem des Serums wird mit 2cem Wasser und 3cem_ gesittigter 
Ammonsulfatlésung verdiinnt. Die Verdiinnung des Serums betragt da- 
bei 1:6. Die Fliissigkeit wird sorgfaltig gemischt und 30 bis 60 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Sodann wird der gefallte Globulin- 
niederschlag durch ein kleines (3 em Durchmesser) Filter filtriert. Wenn 
die ersten Anteile des Filtrats triibe sind, so mu8 man das triibe Filtrat 
wieder auf das Filter bringen. Nachdem der ganze Niederschlag auf dem 
Filter gesammelt ist, wird er dreimal mit je 2 ccm einer halbgesittigten 
Lésung von Ammonsulfat ausgewaschen. Dabei mu®B darauf geachtet 
werden, da®B vor der Beschickung des Filters mit einer neuen Portion 
der Waschfliissigkeit die vorhergehende Portion ganzlich vom Filter ab- 
getlossen ist. Um der Eintrocknung der Globuline auf dem _ Filter 
wahrend des Auswaschens vorzubeugen, bedecken wir den Trichter mit 
einer kleinen Petrischale, welche von innen mit Filtrierpapier, das mit 
Wasser befeuchtet ist, ausgekleidet ist. Die Waschfliissigkeit wird dem 
Filtrat zugesetzt, welches nach der Entfernung der Globuline erhalten 
wurde. Auf dem Filter bleiben also die Globuline, im Filtrat die 
Albumine. 


Sodann werden die Globuline vom Filter in die Dialysenhiilse (10 bis 
12cem Inhalt) iibertragen. Zu diesem Zwecke wird der Stiel des 
Trichters, auf welchem sich das Filter mit dem Globulinniederschlag 
befindet, in die Offnung der Dialysenhiilse gesteckt. Der Niederschlag 
auf dem Filter wird mit 3 cem Wasser gelést (je 1 cem, dreimal). Die 
Globulinlésung tropft dabei auf den Boden der Hiilse. Nach der Lésung 
des Niederschlags in Wasser wird das Filter mit 5 cem einer n/250 NaOH- 
Lésung ausgewaschen. Das Auswaschen wird fiinfmal mit je | cem aus- 
gefiihrt. Das Filter wird jedesmal mit der Alkalilésung an den Randern 
angefeuchtet. SchlieBlich wird das Alkali von dem Filter mit | cem Wasser 
ausgewaschen. In der Dialysenhiilse befinden sich somit nur etwa 10 ccm 
Fliissigkeit. Der Trichter wird aus der Hiilse entfernt und das zugesetzte 
Alkali aus einer Mikrobiirette durch die aquivalente Menge n/10 Salz- 
siure neutralisiert. Sodann wird der Inhalt der Hiilse sorgfaltig ver- 
mischt, die Hiilse wird mit einem Gummistopfen fest verschlossen und 
die Dialyse ausgefiihrt. 

Das ganze Filtrat, welches nach der Entfernung und Auswaschung 
der Globuline erhalten wurde und welches die Albumine enthalt, wird 
quantitativ in eine andere Dialysenhiilse iibertragen (Inhalt 20 bis 25 cem). 
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Die Hiilse wird mit einem Gummistopfen fest verschlossen und ebenfalls 
der Dialyse ausgesetzt. 


Zur Dialyse gebrauchen wir einen Apparat, welcher es erméglicht, 
die Dialyse bei einer Temperatur von 45 bis 60° auszufiihren. Dieser 
Apparat wurde von einem von uns [A. A. Schmidt (5)] konstruiert 
und an einer anderen Stelle beschrieben. Dieser Apparat ist so kon- 
struiert, daB jede aus Kollodiumlésung hergestellte Dialysenhiilse in einem 
kleinen GlasgefaB angebracht wird, durch welches Wasser mit der nétigen 
Schnelligkeit durchflieBt. Das GefaéB mit der Hiilse wird in ein Wasser- 
bad von bestimmter Temperatur gebracht. Das Wasser, welches die 
Hiilse von auBen umspiilt, wird ebenfalls vorher bis zur nétigen Tem- 
peratur erwairmt, wobei es vor dem Eintritt ins GefaB mit der Hiilse durch 
ein Schlangenrohr hindurchgeht, welches auf dem Boden desselben Wasser- 
bades angebracht ist. Dieser Apparat gibt uns die Méglichkeit, die Dia- 
lyse in 12 bis 18 Hiilsen gleichzeitig auszufiihren. 


Die Dialyse der SerumeiweiBkérper wurde von uns bei 45° ausgefiihrt. 
Zuerst arbeiten wir mit Wasser aus der Wasserleitung, welches den Dialy- 
sator mit einer Geschwindigkeit von 10 Liter pro Stunde passiert. Sobald 
in der aus dem Dialysator abflieBenden Fliissigkeit die Ammoniakprobe 
mit dem Nesslerschen Reagens schwaécher wird, wird gegen destilliertes 
Wasser dialysiert, welches mit einer Geschwindigkeit von 500 ccm pro 
Stunde den Apparat durchflieBt. Die Dialyse wird fiir beendet gehalten, 
wenn ein Fliissigkeitstropfen aus dem Inhalt der Dialysenhiilse keine Re- 
aktion mehr auf Ammoniumion gibt. Unter diesen Bedingungen ist zur 
vollstaéndigen Entfernung des Ammonsalzes aus der EiweiBikérperlésung 
eine 6 bis 8 Stunden dauernde Dialyse erforderlich. 


Um den Dialysator zur quantitativen EiweiBkérperbestimmung ver- 
wenden zu kénnen, mu8 vor allem die Dialysenhiilse fiir die EiweiB- 
kérper undurchdringlich sein. Hierauf wurde unser Dialysator vor der 
Arbeit auf folgende Weise gepriift. In jede Dialysenhiilse wurden je 
5ccem zehnfach mit Wasser verdiinntes Hammelserum gebracht. Die 
Hiilsen wurden mit Gummistopfen verschlossen und der Dialyse aus- 
gesetzt. Die Dialyse dauerte bei 40 bis 45° 5 bis 6 Stunden, spater bei 
Zimmertemperatur 10 Stunden. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die 
Fliissigkeiten aus der Hiilse quantitativ entfernt; die Fliissigkeit aus 
jeder einzelnen Hiilse wurde in einem MeB8kolben mit Wasser 25 ccm auf- 
gefiillt. In einem bestimmten Volumen der erhaltenen Verdiinnung des 
dialysierten Serums wurde der Stickstoff bestimmt. 1 ccm Hammelserum 
enthielt vor der Dialyse 9,45 mg Stickstoff. Der Stickstoffwert desselben 
Serums nach der Dialyse ist in der Tabelle I wiedergegeben. 





Tabelle I. 
1. 2. 3. 2. 
5 Stickstoffmenge (mg) in : a ie Stickstoffmenge (mg) in 
Nr. der : Nr. der : 
‘ : P 1 8 h der 
Dialysenhiilse 1 oom — der Dialysenhiilse cem ee el 
1 9,21 9 9,17 
6 9,10 10 9,24 
7 9,17 12 9,17 
8 9,17 
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Wie man aus den Angaben der Tabelle I ersieht, waren aus | ecm 
des Serums wahrend der Dialyse 0,35 bis 0,21 mg Stickstoff geschwunden. 
Diese Stickstoffmenge, welche aus der Hiilse schwand, zeigt mit Deut 
lichkeit, daB das Serum bei der Dialyse die Eiwei8k6érper nicht verliert, 
es gehen nur die dialysierenden stickstoffhaltigen K6érper des Eiweib- 
zerfalls, vornehmlich der Harnstoff und die Aminoséuren, verloren. 

Wir kehren nun zur Dialyse der SerumeiweiBkérperlésungen zuriick. 
Nach Beendigung der Dialyse der Globulinfraktion befindet sich auf dem 
Boden der Hiilse ein gut ausgebildeter Niederschlag, iiber demselben 
eine klare Fliissigkeit. Im Niederschlag ist die besonders labile EKiweib- 
fraktion — die Euglobuline — enthalten; in der klaren Fliissigkeit, iiber 
dem Bodensatz, befindet sich die stabilere Fraktion, die Pseudoglobuline. 
Um diese beiden Fraktionen voneinander zu trennen, wird der Inhalt der 
Dialysehiilse quantitativ in ein Zentrifugenglas iibergefiihrt, welches 
scharf zentrifugiert wird. Die klare Fliissigkeit wird nach dem Zentri- 
fugieren mit der Pipette in einen 25 cem-MeBkolben iibergefiihrt Der 
Riickstand im Glase wird mit 3 bis 5 cem destillierten Wassers auf- 
geschwemmt und nochmals zentrifugiert. Nach dem zweiten Zentrifugieren 
wird die iiberstehende Fliissigkeit mit der Hauptmenge der Pseudo- 
globuline vermischt; dann wird das Fliissigkeitsvolumen mit Wasser 
im MeBkolben auf 25cem gebracht. Der ausgewaschene Euglobulin- 
riickstand im Zentrifugenglas wird in 5ccm einer n/250 NaOH-Lésung 
gelést und in einen MeBkolben von 25ccm Inhalt iibergefiihrt. Das 
Glas wird mit 2 bis 3cem Alkalilésung ausgespiilt, welche ebenfalls 
in den Kolben gegossen werden. Mit einer ebenso schwachen Alkali- 
lésung, in einer Menge von 5 bis 6cem, wird die Innenwand der 
Dialysenhiilse ausgespiilt, an welcher wahrend der Dialyse eine sehr 
kleine Menge von Euglobulinen haftenbleibt. Diese Spiilfliissigkeit wird 
der Euglobulinlésung zugesetzt. SchlieBlich wird das Fliissigkeitsvolumen 
im Kolben mit destilliertem Wasser auf 25 ccm gebracht. 

Die Lésung der dialysierten Albumine ist véllig klar. Die Albumine 
werden quantitativ aus der Hiilse in einen MeBkolben von 50 cem Inhalt 
iibergefiihrt. Nach der Entfernung der Albumine wird die Hiilse mit 
einigen Kubikzentimetern n/250 NaOH ausgespiilt, um die an der Kol- 
lodiumwand haftengebliebenen Albumine zu entfernen. Diese Fliissig- 
keit wird ebenfalls in den Kolben iibergefiihrt. Die Fliissigkeit wird mit 
destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. 

Zur quantitativen Bestimmung der nach der Dialyse erhaltenen EiweiB- 
fraktionen verfahren wir kjeldahlometrisch. Dabei wird der Stickstoff in 
den dialysierten EiweiBfraktionen nach der Halbmikrokjeldahlmethode in 
der Modifikation von Abderhalden-Fodor (6) bestimmt. Zur Bestimmung 
des Stickstoffs in den Euglobulin-, Pseudoglobulin- und Albuminlésungen 
nehmen wir je 10 ccm aus jedem MeBkolben. Die endgiiltige Berechnung 
der Stickstoffmenge wird in Milligrammen fiir die in 1 cem Serum ent- 
haltenen EiweiBfraktionen einzeln ausgefiihrt. Die Menge des Globulin- 
stickstoffs wird erhalten, wenn der Euglobulinstickstoff zu dem Pseudo- 
globulinstickstoff addiert wird. 


In den vier weiter unten gegebenen Tabellen ist das Material 
enthalten, welches bis zu einem gewissen MaBe die einzelnen Momente 


in der von uns vorgeschlagenen Bestimmungsmethode der Serum- 
eiweiBkérper noch aufklaren soll. 
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In der Tabelle II sind die Werte des Stickstoffs gegeben, welcher 
in 1 eem des ganzen Serums und in den einzelnen auf die gleiche Serum- 
menge berechneten EiweiBfraktionen enthalten ist. Es werden die 
Werte von 14 Sera mitgeteilt, und zwar von drei Menschen, vier 
Hunden, einem Hammel und sechs Kaninchen. 

Aus der Tabelle IT ersehen wir, da8 in drei Fallen (Sera 1, 4 und 14) 
der Stickstoff des ganzen Serums geringer ist als die Summe des Stickstoffs 
der Globuline und Albumine, und zwar um 0,02 bis 0,04 mg pro 1 cem 
Serum. In sechs Sera (2, 5, 6, 8, 12 und 13) ist der Stickstoff der Summe 
kleiner als der Stickstoff des ganzen Serums, und zwar um 0,14 bis 0,37 mg 
(auf | cem Serum berechnet). Dieser letzte Wert deckt sich mehr oder 
weniger mit dem Stickstoffwert, welcher im Serum in Gestalt des sogenannten 
. Reststickstoffs“* enthalten ist. Die Stoffe, welche die Bildung des ,,Rest- 
stickstoffs‘* bedingen, sind von kristalloider Natur, und bei der Dialyse 
schwinden sie aus den zu dialysierenden Eiwei®$lésungen. Wenn wir ferner 
die Stickstoffwerte in den iibrigen fiinf Sera (3, 7, 9, 10 und 11) untersuchen, 
so erweist es sich, daB der Stickstoffwert fiir die Summe der Fraktionen 
kleiner ist als der Stickstoffwert fiir das ganze Serum, in | ccm um 0,64 
bis 1,24 mg. Diese Differenz kann nicht allein durch die GréBe des ,,Rest- 
stickstoffs* bedingt sein, die Ursache der Differenz mu8 eine andere sein. 

Die Stickstoffwerte der eben besprochenen Tabelle wurden bei 
der Bearbeitung von EiweiBfraktionen erhalten, die aus dem Serum 
durch Halbsattigung mit Ammonsulfat bei der Verdiinnung des 
Serums im Verhaltnis 1:6 gefallt wurden. Es muBte freilich noch 
nachgewiesen werden, ob die Stickstoffmenge sich in den EiweiBb- 
fraktionen veraindert, wenn sie aus einem Serum ausgeschieden 
werden, welches im Verhaltnis 1:10 und 1:20 mit Wasser verdiinnt 
wird. Diese Untersuchung wurde von uns an einem Menschenserum 
und an drei Hundesera ausgefiihrt. Die gewonnenen Ergebnisse sind 
in der Tabelle ITI zusammengestellt. 


Die Stickstoffwerte der Eu- und Pseudoglobulinfraktionen der 
vier untersuchten Sera tiberzeugen uns davon, dab der Verdiinnungs- 
grad des Serums bei der Fallung dieser Fraktionen mit Ammon- 
sulfat auf den Stickstoffgehalt der Fraktionen nicht wesentlich ein- 
wirkt. Die vorhandenen Differenzen schwanken in den Grenzen 
von 5 bis 6%. Diese Schwankungen hangen freilich von der 
Genauigkeit der Methode ab. Nur im Serum Nr.2 haben wir bei 
einer Verdiinnung von 1:10 eine starkere Abnahme des Stickstoffs 
der Euglobulinfraktion als bei einer Verdiinnung von 1:6 und 1: 20. 
Die Differenz steigt hier bis auf 9°, an. Im Zusammenhang damit 
nimmt auch die Menge des Globulinstickstoffs ab, wobei der Stickstoff- 
gehalt in der Albuminfraktion annahernd um die gleiche GréBe zunimmt. 
Man darf annehmen, daB im gegebenen Falle ein gewisser Fehler bei 
der Fallung der Globuline aus dem Serum vorgelegen hat. Wenn wir 
uns nun den Stickstoffwerten der Albuminfraktion zuwenden, so sehen 
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wir, daB auch hier eine gesetzmaBige Wirkung der Serumverdiinnung 
auf die Menge des Albuminstickstoffs ausbleibt. Es muB aber erwahnt 
werden, dafgS im Serum Nr.1 bei einer Verdiinnung von 1: 10 die 
Differenz zwischen dem Gesamtstickstoff des Serums und der Summe 
der Stickstoffwerte simtlicher Fraktionen -—— 0,94 mg betrigt, waihrend 
bei einer Verdiinnung von 1:6 und 1: 20 diese Differenz —-0,01 und 
—0,16mg ausmacht. Eine Wiederholung des Gesagten sehen wir bis 
zu einem gewissen Grade im Serum Nr. 3 und 4, wo der geringere 
Wert des Gesamtstickstoffs mit dem geringeren Gehalt an Albumin- 
stickstoff zusammenfallt. 

Diese soeben erwahnte Tatsache gibt uns Veranlassung zu der 
Vermutung, daB der Stickstoffverlust, welchen wir bei der Beschreibung 
einiger Sera aus der Tabelle Il (3, 7, 9, 10 und 11) erwahnten, 
sich méglicherweise in einem gewissen Zusammenhang mit dem Stick- 
stoffverlust in der Albuminfraktion befindet. Um diese Frage naher 
aufzuklaren, beschlossen wir, im Serum nicht nur den Gesamtstick- 
stoff und den Stickstoff der einzelnen EiweiBfraktionen, sondern auch 
den EiweiBbstickstoff zu bestimmen, wobei simtliche Eiwei®kérper des 
Serums mit Trichloressigséiure gefallt wurden. 

Die Bestimmung des Eiwei®stickstoffs im Serum wurde von uns auf 
folgende Weise ausgefiihrt: 0,5 cem des Serums wurden im Zentrifugenglas 


mit 3,5 ccm destillierten Wassers verdiannt. Ferner wurde 1 ecem einer 
20 %igen Trichloressigsiure zugegeben, Die Fliissigkeit im Glase wurde 


gut vermischt und 30 bis 40 Minuten stehengelassen. Dann wurde 
die Fliissigkeit scharf zentrifugiert. Die klare Fliissigkeitsschicht iiber 
dem gefallten Niederschlag wurde abgegossen, der Niederschlag wurde 
in 8 bis 10 ccm einer n/100 NaOH-Lésung gelést und quantitativ in einen 
MeBkolben von 25 ccm Inhalt iibergefiihrt. Die Fliissigkeit im Kolben 
wurde mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt; je 5 cem (- 0,1 cem 
Serum) dieser Mischung wurden zur Bestimmung des Stickstoffs entnommen. 

In der Tabelle IV sind die Stickstoffwerte von drei Hundesera 
und vier Kaninchensera zusammengestellt. is werden angegeben: 
der Gesamtstickstoff des Serums, der Stickstoff der Globulin- und 
Albuminfraktion, die Summe des Stickstoffs dieser beiden Fraktionen 
und der Eiweibstickstoff. AuBerdem wird einerseits die Differenz 
zwischen dem Gesamtstickstoff des Serums und der Summe des Stick- 
stoffs der Globuline und Albumine, andererseits die Differenz zwischen 
dem Eiweibstickstoff und der Summe des Stickstoffs der Globuline 
und Albumine gegeben. 


Die in der Tabelle gegebenen Werte zeigen, dab die Differenz 
zwischen dem Gesamtstickstoff des Serums und dem Gesamtstickstoff 
der Fraktionen viel gréBer ist als die Differenz zwischen diesem letzteren 
und dem Ejiweibstickstoff. Diese erste Differenz schwankt von 0,35 
bis 1,13 mg Stickstoff pro leem Serum. Diese Werte kénnen freilich 
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Tabelle IV. 








» 2. 3. 4. 5. 

Stickstoff i ne 

T com Seren. & S Dierens 
ares Gesamt | Giobu- | Albu- 5 #5 g =< 
gi des | lin-N | min-N | § q- s| f 2 
| 2 35 & Beek 
= i ; E 3aGss 
z = ess SSE== 

ie Fn. 

1) 8,98 3,39 508 847 | 858 —O 51 — 0,11 
2\ Hund 875, 343 497 840 || 840 —0,35 + 0,00 
3] 931 4,73 381 854 | 868 —0,77 | —0,14 
4 13,16 6,02 5,74 11,76 || 12,03 —140 | —0,27 
5| a on 10,50 4,16 5,74 9,90 || 10,08 —0,60 | —0,18 
6 3 10,36 | 4,04 5,53 9,57 9,94 — 0,79 — 0,37 
7 10,22 | 3,22 6,45 9,67 9,80 — 0,55 — 0,13 


durch die Fraktion des ,,Reststickstoffs* allein nicht bedingt sein. 
Es drangt sich eine andere Erklarung auf. Es kommen wahrscheinlich 
solche Sera vor, in welchen nicht alle Eiweifstoffe mit Trichloressig- 
siure gefallt werden; und diese Stoffe vor allem gehen dank dem 
gréBeren Dispersionsvermégen bei der Dialyse verloren. Méglicher- 
weise sind es gerade die lyophilen Albuminfraktionen, welche in der 
Anwesenheit von Ammonsulfat stark ionisiert sind; dadurch ent- 
stehen vielleicht giinstige Bedingungen fiir den partiellen Durchgang 
dieser Fraktionen durch die Dialysenmenbran. 

Die Angaben der Tabelle IV zeigen noch, daB auch ein geringer 
Teil der EiweiBkérper, welcher mit Trichloressigsiure gefallt wird, 
bei der Dialyse ebenfalls verloren geht, da die Differenz zwischen dem 
EiweiBstickstoff und der Summe des Stickstoffs der Globuline und 
Albumine von +- 0,00 bis — 0,37 mg pro l ccm schwankt. 

Es muB erwahnt werden, daB zwischen dem Verlust des Gesamt- 
stickstoffs und des EiweiBstickstoffs ein gewisser Parallelismus besteht. 
Dieser Umstand berechtigt uns zur Annahme, daB die aus der Dialysen- 
hiilse austretenden Stoffe in beiden Fallen in irgendeinem Zusammen- 
hang miteinander stehen. 

Wir zogen den Umstand in Betracht, daB bei unserem Dialysier- 
verfahren in einigen Fallen ein gewisser Verlust der besonders dispersen 
Albuminfraktionen stattfindet, und beschlossen in den Fallen, in 
welchen es wichtig ist, nur die quantitativen Beziehungen zwischen 
den Globulinen und Albuminen zu kennen, die Bestimmungsmethode 
der Serumeiwei8kérper bis zu einem gewissen Mabe zu vereinfachen. 
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Die Vereinfachung besteht darin, daB wir im Serum den Eiweibkérper- 
stickstoff (nach Fallung mit Trichloressigsiure) und den Globulin- 
stickstoff (nach Dialyse, wobei die Globuline in Eu- und Pseudoglobuline 
eingeteilt werden) allein bestimmen. Uber die Menge des Albumin- 
stickstoffs urteilen wir nach der Differenz zwischen dem ersten und 
zweiten. Bei dieser Anstellung der Versuche gewinnt die Methode in 
bedeutendem MaBe an Einfachheit, wobei aber die Genauigkeit in 
quantitativer Beziehung nicht leidet. 


Als Beispiel sind der Tabelle V die Stickstoffwerte der EiweiB- 
fraktionen von zwoélf Sera zusammengestellt, die nach dem verein- 
fachten Verfahren untersucht wurden. 


Tabelle V. 





lcem Serum enthilt Stickstoff in mg 





— Lorper- i —— no Globulin-N Albumin-N 
1 | 9,87 2,19 1,16 3,35 6,52 
2 Mensch 10,71 2.15 1,51 3,66 7,05 
3 9,94 2,33 1,21 3,54 6,40 
4 10,08 2,03 2,54 4,57 5,51 
5 Hund 9,52 2,08 1,66 3,69 5,83 
6| 10,22 2.45 2,29 4.67 5,55 
7 Schaf 10,95 1,96 3,15 5,11 5,84 
s 8,96 9,72 1,94 2,66 6,30 
9, Kaninchen 8,96 0,96 2,07 3,03 5,93 
10) 8,61 0,92 2,14 3,06 5.55 
11) Meer- 7,42 1,63 0,89 2,52 4,90 
12) schweinchen 6,93 1,40 0,88 2,28 4.65 


In der vorliegenden Arbeit rechnen wir die gewonnenen Stickstoff- 


werte in EiweiB — unter Anwendung der von verschiedenen Verfassern 
zu diesem Ziele vorgeschlagenen Quotienten nicht um. Wir tun das 


mit Absicht, da die existierenden Stickstoff-EiweiBquotienten, nach unseren 
Angaben, nur in bezug auf einige EiweiBkérper anwendbar sind; in bezug 
auf die Serumglobuline und Albumine kénnen sie nicht immer gebraucht 
werden. Wir werden diese Frage in unseren weiteren Arbeiten naher be- 
leuchten. 


SchluBfolgerungen. 

1. Es wird die Beschreibung eines Verfahrens zur quantitativen 
Bestimmung der Euglobuline, Pseudoglobuline und Albumine im 
Serum durch Fraktionieren derselben mit Ammonsulfat und nach- 
folgende Entfernung dieses Salzes durch Dialyse gegeben. Die 
EiweiBfraktionen des Serums werden dabei in Form von wisserigen 
Lésungen (oder bei den Euglobulinen in Gestalt eines Niederschlags, 
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welcher durch Alkali leicht gelést wird) erhalten. Die auf solche 
Weise gewonnenen EiweiBkérper befinden sich in einem sehr wenig 
denaturierten Zustande. 


2. Die Menge dieser oder jener EiweiBfraktion wird nach dem 
Wert des Stickstoffs bestimmt, welcher in dieser Fraktion enthalten ist. 
Der Stickstoff wird dabei kjeldahlometrisch bestimmt. 


Literatur. 


1) L. Petschacher, W. Berger u. G. Schretter, Zeitschr. f. d. ges. exper. 
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Uber das Vorkommen yon Citronensiure im Fruchtwasser. 


Von 
Sune Genell. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Lund, Schweden.) 


(Eingegangen am 15. Januar 1931.) 


Die vorliegende Untersuchung bildet ein Glied in der Forschungs- 
arbeit iber das Vorkommen von Citronenséure im Organismus, die an 
der hiesigen Universitat betrieben wird und eine von Thunberg aus- 
gearbeitete enzymatische Methode zur Grundlage hat. So ist die 
Citronenséure und ihre Menge nachgewiesen worden im Harn (Ostberg), 
in der Frauenmilch (Jerlov), im Geschlechtsdriisensekret (Scherstén), 
im Kammerwasser (Grénvall) und im Liquor cerebrospinalis ( Benn‘). 
Hinsichtlich der theoretischen Unterlage der Methode sowie der Kinzel- 
heiten fiir ihre praktische Ausfiihrung sei auf Thunberg, Ostberg, Scherstén 
und Grénvall verwiesen. 

Die Untersuchung des Vorkommens von Citronenséure im Frucht- 
wasser wurde urspriinglich durch eine von Thunberg mir gegeniiber 
geauBerte Hypothese veranlaBt, daB das Vorkommen von Citronen- 
siure vielleicht ein Ausdruck fiir die sezernierende Tatigkeit der Zelle 
sei. Ich glaubte, auf diesem Wege eventuell zur Klarlegung der 
Frage nach der Abstammung des Fruchtwassers beitragen zu kénnen, 
indem ein starker Citronensduregehalt auf eine sekretorische Tatigkeit 
seitens der Amnionzellen deuten kénnte, von denen schon friiher 
aus verschiedenen Griinden vermutet wurde, daB sie eine aktive 
Rolle bei der Entstehung des Fruchtwassers (Mayer) spielen. Im 
iibrigen schien Citronensaure im Fruchtwasser friiher nicht nach- 
gewiesen worden zu sein. Citronenséure ist in der genauen Analyse 
des Fruchtwassers nicht aufgenommen, die Mayer mitteilt (ausgefiihrt 
von Knoop). (Seit dem Beginn meiner Untersuchungen im Juni 192% 
haben Nitzescu und Georgescu im Mai 1930 eine Mitteilung iiber das 
Vorkommen von Citronensdure im Fruchtwasser gemacht.) 

Das Material zu den Untersuchungen ist hauptsachlich bei normalen 
Entbindungen in der Gebéranstalt zu Halsingborg erhalten worden, wo 


Biochemische Zeitschrift Band 232. 29 











336 S. Genell: 


auch die Experimente ausgefiihrt worden sind. Das Fruchtwasser kam 
im allgemeinen bei Blasensprung oder wenn eine in die Vulva sich vor 
wolbende Hiillenblase gesprengt wird, leicht steril aufgesammelt werden 
Oft spritzt das Fruchtwasser hierbei in einer Kaskade heraus und kan: 
zum Teil ohne Beriihrung mit der Vagina oder der Vulva und ihrer Bakterien 
flora aufgesammelt werden. Gewdédhnlich ist das aufgesammelte Frucht 
wasser steril in einem Eisschrank einige Stunden bis zu héchstens einem 
Tag verwahrt worden, bevor die Citronenséurebestimmung ausgefiihrt 
wurde. Kontrollversuche haben gezeigt, daB diese Verzégerung keinen 
EinfluB auf die Citronensiure hat. In bezug auf die Beimengung von 
festen Bestandteilen, die das Fruchtwasser haufig tritben, hat es sich heraus 
gestellt, daB es zwecks Klarung des Fruchtwassers, ohne den Citronensaure 
wert zu beeinflussen, am besten ist, dasselbe durch ein feines Seihtuch zu 
seihen. Eine geringe Blutbeimengung zum Fruchtwasser scheint die Be- 
stimmung nicht zu beeinflussen. Ein Kontrollversuch mit einer zentri- 
fugierten und einer nicht zentrifugierten Portion eines Fruchtwassers, in 
dem makroskopische Blutbeimengung vorkam, zeigte néimlich den gleichen 
Citronensauregehalt in beiden Portionen. 

Im ganzen sind 13 Versuche ausgefiihrt worden. In saémtlichen 
Proben von Fruchtwasser konnte Citronenséure nachgewiesen werden. 
Die Werte haben von dem niedrigsten Wert 17 y (ly =1 Mikro- 
gramm = 0,001 mg) pro Kubikzentimeter bis zu héchstens 100 y pro 
Kubikzentimeter variiert. Fiinf Bestimmungen haben 50 y ergeben, 
drei 40 y, fiinf andere Bestimmungen 100, 75, 33, 25 und 17 y pro 
Kubikzentimeter. Der Mittelwert dieser Zahlen betragt 48 y pro 
Kubikzentimeter, was einem Citronensauregehalt von 0,048 °/5. oder 
abgerundet 0,05 9/5) (= 1: 20000) entspricht. 

Ich habe ferner fiinf Bestimmungen des Citronenséuregehalts 
im Blutserum vom Nabelstrangblut ausgefiihrt. Die Werte lagen 
durchschnittlich niedriger als die Fruchtwasserwerte, alle zwischen 
25 und 38y pro Kubikzentimeter, im Durchschnitt 30 y pro Kubik- 
zentimeter, was einem Citronensdéuregehalt von 0,030 °/o9 entspricht. 

Die Auffassungen betreffs des Anteils des Fruchtharns an der 
Bildung des Fruchtwassers sind geteilt. Wagner (zitiert von Mayer) und 
mit ihm die Mehrzahl der Forscher auf dem Gebiet weisen die Bedeutung 
des Fruchtharns hierbei zuriick, wahrend Zangemeister (zitiert von Mayer) 
diese behauptet. Irgendeine entscheidende Klarlegung liefert meine 
Untersuchung diesbeziiglich nicht. Ich habe indessen in ein paar 
Fallen den Harn von Neugeborenen untersucht (erste Miktion) und 
keine Citronenséiure nachweisen kénnen. DaB die Citronensdure im 
Harn des Neugeborenen nicht vorzukommen scheint, wird auch durch 
eine Anzahl Untersuchungen von Ostberg (noch nicht verdéffentlicht) 
bestatigt, die alle eine vollkommene Abwesenheit von Citronensaure 
im Sauglingsharn (erste Miktion) ergaben. Dieser Befund diirfte 
dartun, daB die im Fruchtwasser nachgewiesene Citronenséure nicht 
vom Harn des Embryos herstammt. 
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Hinsichtlich der starken Hautsekretion des Embryos, die unter 
anderem in der Anwesenheit des Vernix caseosa zum Ausdruck kommt, 
ist es mir nicht gelungen, zu einer sicheren Auffassung zu gelangen, 
ob die Citronenséurebildung hier zu suchen ist. Alle Versuche, auf- 
gesammelte Vernix caseosa in solche Form zu bringen, daB es mit der 
Methode von Thunberg untersucht werden kénnte, sind mi®lungen. 
In einem Fruchtwasser war eine ungewohnlich reichliche Beimengung 
von Vernix caseosa vorhanden, und der ganze Kérper des Embryos 
war in diesem Falle mit einer dicken Schicht von Vernix caseosa bedeckt. 
Der Citronensdurewert lag in diesem Falle trotzdem unter dem Mittel- 
wert, was gegen die Annahme zu sprechen scheint, daB die Citronen- 
siure von der Hautsekretion herriihren kénnte. 


Zusammenfassung. 


1. Citronensiure kommt als normaler Bestandteil im Frucht- 
wasser vor, was bei Beginn meiner Untersuchungen unbekannt war. 

2. Der Citronenséuregehalt im Fruchtwasser variiert etwas und 
liegt im Mittel bei 0,05°/o. Die Citronensdiurekonzentration ist also 
dort mit anderen Worten 1 : 20000. 

3. Der Citronensduregehalt im Plazentablut scheint niedriger als 
im Fruchtwasser zu sein. 

4. Der Harn Neugeborener enthalt keine Citronensaure. 

5. Die Hautsekretion des Fétus scheint nicht die Quelle fiir das 
Vorkommen von Citronenséure im Fruchtwasser zu bilden. 

6. Die Citronensaéure im Fruchtwasser scheint vom Amnionepithel 
herzustammen. Vielleicht liegt eine sekretorische Tatigkeit des Amnion- 
epithels vor. 

Literatur. 
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Zur Kenntnis der Komplex-Koazervation. 


V. Mitteilung: 
Relative Verschiebungen im elektrischen Gleichstromfelde von Fliissigkeits- 
einsehlieBungen in Komplex-koazervat-trépfchen. 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong und A. J. W. Kaas. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Leiden. ) 
(Eingegangen am 15. Januar 1931.) 
Mit | Abbildung im Text. 


1. Aufnahme von mit Wasser nicht oder partiell mischbaren Fliissickeiten 
durch Koazervattripichen. 

Verteilt man in einem hydrophilen Sol oder Gemisch von hydro- 
philen Solen eine kleine Menge organischer Flissigkeit zu sehr feinen 
Trépfchen und bringt darauf einfache oder Komplexkoazervationen 
zustande, so wird immer (soweit bisher an 42 organischen Fliissigkeiten 
und 10 verschiedenen Koazervatsystemen untersucht wurde) der 
Endzustand angestrebt, daB alle organischen Fliissigkeitstrépfchen 
sich im Innern der Koazervattrépfchen vorfinden!. Bei den von uns 
untersuchten relativ. wasserreichen Komplexkoazervaten stellt sich 
dieser Endzustand sehr schnell ein, erfordert aber bei den oft wasser- 
irmeren einfachen Koazervaten bisweilen lingere Zeit. Derselb« 
Endzustand wird ebensosehr angestrebt, wenn man von einem bereits 
vorhandenen Koazervatsystem ausgeht und dasselbe mit einer kleinen 
Menge der organischen Fliissigkeit kraftig schiittelt. 


2. Verhalten im elektrischen Gleichstromfelde. 


Zum Studium des Verhaltens im elektrischen Felde wurde die 


friiher beschriebene Apparatur? verwendet. Die eingeschlossenen 
Fliissigkeitstrépfchen zeigen ein verschiedenes Verhalten im Gleich- 


! Diese Regel kann keinen Anspruch auf ganz allgemeine Giiltigkeit 
erheben. So wurde in letzter Zeit ein abnormes Verhalten bei Lecithin 
koazervaten gefunden, iiber die spaiter berichtet werden soll. 

2 H.G. Bungenberg de Jong u. W. A. L. Dekker, diese Zeitschr. 221. 
403, 1930. 
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stromfelde, je nachdem sie sich in einem einfachen Koazervat oder in 
einem Komplexkoazervat befinden. Im ersten Falle! ist beim An- 
legen des Feldes nichts Besonderes zu sehen. Sie bleiben in der Lage, 
die sie vorher schon einnahmen (6fters zentral, wenn das spezifische 
Gewicht wenig von dem des Koazervats verschieden ist, sonst meh 
oder weniger oben oder unten im Koazervattropfen). Im zweiten Falle 
jedoch kommt es zu charakteristischen Relativverschiebungen in der 
Richtung des elektrischen Feldes. 

Mit dieser Erscheinung wollen wir uns im folgenden eingehender 
beschaftigen. Sie tritt nur im Gleichstromfelde auf, wahrend im Wechsel- 
stromfelde die organischen Fliissigkeitstrépfehen an ihrer urspriing- 
lichen Stelle bleiben. Auch bei den einfachen Koazervaten hat das 
Wechselstromfeld keinen EinfluB. 


3. Die im Hinbliek auf obige Erscheinung untersuchten Kombinationen. 


Es gelangten Kombinationen der in Tabelle I genannten Komplex- 
koazervatsysteme mit den in Tabelle I] genannten organischen Fliissig- 
keiten bei 50° zur Untersuchung, unter Verwendung von Gleichstrom- 
feldern von etwa 15 Volt/cm fiir die Komplexkoazervatsysteme 1, 2 
und 3, und von etwa 25 Volt cm fiir die Systeme 4, 5 und 6. 


Tabelle I. 


Ubersicht der untersuchten Komplexkoazervatsysteme. 





Ladung der 
Komplexteilnehmer Pa etwa | Koazervat- Bemerkungen 
Nr. trépfehen 


System 


Die beiden isohydrischen 
2', ©/oigen Sole wurden in 

den Verhdltnissen 4:6 und 
| 6:4 gemischt. 


Gelatine + Gummi- 5 
arabicum | 


desgl. 


Gelatine + Hefe- 3.7 Endkonzentration der Gelatine 
=e 1.2%, des Nucleinats 0,48 ° , 

Nucleinat (‘berdies 0.14 n Natriumchlorid 
+ 0.0043 n. Caleiumehlorid. 


Clupeinsulfat + Gummi- 5 - 1 Volumen 1 °/oige Clupein- 
evebions + 2 Volumen 1 °%/gige Gummi- 
cum arabicumlisung. 


desgl. 4. 1 Volumen 1° gige Clupein- 

1 Volumen 1 °/,ige Gummi 
arabicumlisung + erforderliche 

Menge n/100 Natronlauge. 

Clupeinsulfat 4+- Gelatine } 1 Volumen 1 °/9ige Gelatine- 
+ 1 Volumen 1°/9ige Clupein- 

lisung + erforderliche Menge 

n/10-Natronlauge. 


' Es wurde dies untersucht bei den einfachen Koazervaten der iso 
elektrischen Gelatine mit Natriumsulfat, mit Resorcin, mit konzentriertem 
Phosphatpuffer bei py = 7.3 und mit Sulfosalicylsaure bei py — etwa 1,2. 
Nur das letztere wurde bei 30° untersucht, die iibrigen bei 50°. 
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Tabelle II. 
Ubersicht iiber die untersuchten organischen Fliissigkeiten. 


Kohlenwasserstoffe: Paraffinél*, Benzol, Toluol*, Xylol, Tetralin*, Dekalin. 


Halogenderivate : Chloroform*, Tetrachlorkohlenstoff*, Chlorbenzol, Brom- 
benzol, Jodbenzol. 


Nitrokérper : Nitrobenzol*. 
Alkohole : N-Amyl-*, Isoamyl-, N-Hexyl-*, N-Heptyl-*, N-Octyl-, 
Benzylalkohol*, Menthol. 

Ather: Paraldehyd, Anisol*, Phenetol. 
Phenole : Guajacol, Thymol. 
Aldehyde: Oenanth-*, Benz-, Toluyl*- und Anisaldehyd. 
Ketone: Hexylmethylketon, Acetophenon. 

Aliphatische 
Monocarbonsduren: Capry|-*, Undecylen-, Laurin-, 61-* und Ricinusélsaure. 
Ester: Athyl- und Amylacetat*, Tributyrin, Trilaurin, Triolein*. 
Nitrile : Benzo-* und p-Tolunitril. 


Alle in Tabelle II genannten Stoffe wurden mit den Koazervat- 
systemen 1, 2, 4, 5 und 6 der Tabelle I kombiniert, jedoch nur eine Auswahl 
(mit * versehen) mit dem dritten Koazervatsystem. Zur besseren Sichtbar- 
machung der organischen Trépfchen wurde etwas Sudan III in ihnen 
gelést. Es ist aber die Relativverschiebung auch ohne Sudan IIT eben- 
sogut zu erkennen. Bei der Versuchstemperatur sind alle untersuchten 
Stoffe fliissig, mit Ausnahme des Thymols mit dem Schmelzpunkt 51°, 
das indes im iiberschmolzenen Zustande doch noch untersucht werden 
konnte. 


Folgende Stérungen traten auf: 


Die Gruppe der aliphatischen Monocarbonsaure konnte nicht mit 
System 6 kombiniert werden, durch eine teilweise Lésung wurde das 
pu so weit erniedrigt, dafB das Koazervat aufgehoben wurde. In viel 
geringerem Umfange erfolgte das letztere beim System 5. Doch konnte 
hier in allen Fallen die Aufnahme der Flissigkeitstrépfchen in das 
Koazervat verwirklicht werden. 


Weitere Stérungen traten mit Athyl- und Amylacetat in System 6 
durch die rasch verlaufende Verseifung auf. Mit den anderen Estern 
jedoch konnte das normale Verhalten festgestellt werden. 


Ebenso traten in System 5 und 6 Stérungen mit den Phenolen 
auf. Sie lésten sich teilweise auf, die Trépfchenbegrenzung im Koazervat 
wurde unscharf und (oder) unregelmaBig, und der ganze Koazervat- 
tropfen fairbte sich mehr oder weniger diffus rot (von Sudan ITI). 


4. Die Richtung, in der die Relativverschiebungen stattfinden. 


Es wurde nun in allen Fallen, in denen die soeben genannten 
Stérungen nicht auftraten, folgendes allgemeine Verhalten festgestellt : 
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1. Die Richtung, in der die Relativverschiebung festgestellt wurde, 
ist unabhangig von der chemischen Natur der FliissigkeitseinschlieBung. 

2. Sie hangt ebensowenig ausschlieBlich vom px oder von der Natur 
det Komplexteilnehmer oder der Anwesenheit von neutralen Salzen ab. 

3. Sie ist nur bedingt durch die kataphoretische Ladung des 
Koazervattropfens. 

4. Ist der Koazervattropfen positiv geladen, so erfolgt die Ver- 
schiebung in der Feldrichtung nach der negativen Elektrode hin, ist 
er negativ geladen, so erfolgt sie in der Feldrichtung nach der posi- 
tiven Elektrode hin (vgl. Schema Abb. 1). 


Momplexkoazervattropiehen ; Homplexkoazervattroptchen 
posthv \ negativ 
! 
| 
! 
- F4i4(@)F 
| 
| 
| 
! 
= oth em, i 
| 
| 
| 
| 
Abb. 1. 


Schematisches Bild der Relativverschiebung im Gleichstromfelde. 


A. Anfangszustand; B. Endzustand der Relativverschiebung, wobei der organische Fliissig- 

keitstropfen mehr oder weniger aus der Oberfliche des durch den Biichnereffekt deformierten 

Komplexkoazervattropfens hervorragt. Die im letzteren gleichzeitig stattfindenden morpho- 
logischen Anderungen durch den Desintegrationsvorgang sind im Schema fortgelassen. 


5. Ubereinstimmende Punkte und Unterschiede im Verhalten von Vakuolen 
und organischen Fliissigkeitstropfen. 


Es gibt einerseits eine auffallende Ubereinstimmung, andererseits 
einen Unterschied zwischen dem Verhalten der organischen Fliissigkeits- 
tropfen und der Vakuolen!, welche beim Desintegrationsvorgang im 
Innern des Komplexkoazervattropfens entstehen. So ist die Richtung, 
in der beide sich im elektrischen Gleichstromfelde verlagern, genau 
derselben Regel unterworfen. 

Wahrend aber die schlieBlich aus der Trépfchenoberflache hervor- 
quellenden Vakuolen unter Zerplatzen der sie noch trennenden Membran 
ihren Flissigkeitsinhalt in die AuBenflissigkeit ausstiirzen, treten die 
organischen Flissigkeitstropfen aus den Komplexkoazervattropfen 
nicht véllig heraus. Die Relativverschiebung kommt hier zu Ende, 
wenn sie mehr oder weniger aus der Oberflaiche hervorragen. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. W. A. L. Dekker, 1. ec. 
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Diese beiden genannten Punkte sind nun von Bedeutung fiir di 
Theorie des Desintegrationsvorganges, insbesondere fiir die schon 
friiher vermutete wichtige Rolle, die absorbierte Kolloidhéautchen bei 
dem genannten Vorgang spielen. 


6. Erklarung der gleichgerichteten Wanderung von Vakuolen und organischen 
Fliissigkeitstrépfchen. 

Das Innere des organischen Fliissigkeitstrépfchens kann woh! 
nicht zur Bestimmung der Richtung der Relativverschiebung beitragen 
Diese ist also nur bedingt durch die Anwesenheit einer an der Grenze 
Koazervat /Trépfchen absorbierten Haut, welche effektiv den Komplex. 
teilnehmer im Uberschu8 enthalt, der auch in der AuBenfliissigkeit 
tatsichlich im UberfluB ist. Die Ladung dieses Hautchens bestimmt 
also die Richtung der Relativverschiebung im elektrischen Felde 
Das gleiche hat man also auch fiir die Vakuole anzunehmen, obwoh! 
man hier noch in Erwagung ziehen kénnte, ob auch die im Innern 
vorhandenen freien Solteilchen des gleichen Komplexkomponenten 
durch ihre gleichgerichtete Wanderung die genannte Relativverschiebung 
der ganzen Vakuole etwa unterstiitzen kénnten. Wie die Versuche 
mit den organischen fliissigen Einschliissen zeigen, ist der letztgenannte 
Umstand jedenfalls nicht wesentlich fiir die Erklarung der Vakuolen. 
verschiebung im Gleichstromfelde. 


7. Einiges iiber Kolloidhautchen an der Grenze: Hydrophiles Sol/organische 
Fliissigkeit. 

In giinstigen Fallen sind die Kolloidhautchen, die man also im 
mehr oder weniger groBem Umfange grundsatzlich an jeder Grenze 
von hydrophilen Sol/organischer Flissigkeit zu erwarten hat, leicht 
sichtbar zu machen. So gibt Brailsford- Robertson! ein Verfahren an 
mit Hilfe eines dritten zugefiigten Stoffes. 

Wenn die suspendierte Fliissigkeit geniigend fliichtig ist, gelingt 
der Nachweis auch ohne Hilfe eines dritten Stoffes. Breitet man 
nimlich auf einem Objekttrager ein hydrophiles Sol mit darin suspen- 
dierten Trépfchen in dinner Schicht aus und beobachtet die letzteren 
nun ohne Deckglas mikroskopisch, so sieht man nach kiirzerer oder 
langerer Zeit eine Runzelung und Faltenbildung der Trépfchenober- 
flache auftreten. 

Das gelingt z. B. leicht mit den vier von uns als Komplexteil- 
nehmern benutzten Solen und Chloroform, schwieriger schon mit 
Athylacetat oder Benzol. Diese Hautchen sind grundsatzlich umkehrba: 


1 Brailsford-Robertson, Principles of Biochemistry, Bailliere, Tindal! 
& Cox, London, second Edition 1924, 8. 324. 
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und dispergieren von selbst, sobald der letzte Tropfenrest (durch Ver- 
dampfung bzw. Lésung in Wasser) verschwunden ist. 


Arbeitet man bei Zimmertemperatur, so bleiben jedoch die Gelatine- 
héutchen nach dem Verschwinden des Chloroforms usw. bestehen, 
was dem Umstande zuzuschreiben ist, daB die Hautchen sich dabei im 
Gelzustande befinden. Erhéhung der Temperatur bringt auch diese 
Hautchen zur spontanen Auflésung. 


8. Erklérung des verschiedenen Verhaltens in bezug auf das Austreten oder 
Nichtaustreten aus dem Komplexkoazervattropfen. 


Mit der Vorstellung von Kolloidhauten an den Grenzen Koazervat 
‘AuBenflissigkeit, Koazervat /Vakuolenfliissigkeit und Koazervat /orga- 
nische Fliissigkeit steht nun auch der obenerwaihnte Unterschied, der 
das Austreten oder Nichtaustreten der fliissigen EinschlieBungen aus 
dem Komplexkoazervattropfen betrifft, in bestem Einklang. In der 
oben zitierten Abhandlung! der vorliegenden Reihe gaben wir bereits 
folgende Erklarung fiir das Verhalten der Vakuolen an: ,,... Wenn 
die Vakuolenhaut in innige Beriihrung mit der AuBenhaut kommt, 
verschwindet die Bedingung fiir die Aufrechterhaltung dieser beiden 
Hautchen. Das Hautchen dispergiert an Ort und Stelle, wodurch der 
Vakuoleninhalt sich mit der Gleichgewichtsfliissigkeit mischen kann.‘ 


Wenn jedoch der Kolloidfilm des organischen Fliissigkeitstrépfchens 
mit dem AuBenkolloidfilm verschmelzen wiirde, so wiirde dieser Film 
noch immer zwei verschiedene, nicht miteinander mischbare Fliissig- 
keiten trennen, und es wiirde dieses Hautchen sicher nicht von selbst 
dispergieren. 

Hieraus ergibt sich noch nicht, warum im elektrischen Felde die 
organischen Trépfchen (auch von einem Kolloidfilm umgeben) auch 
nicht véllig aus dem Komplexkoazervattropfen heraustreten. 


Bei Vakuolen und organischen Trépfchen liegen nun aber die 
energetischen Verhaltnisse grundsatzlich anders. 

Der Austritt der Vakuole selbst bedeutet eigentlich einen freiwillig 
verlaufenden Vorgang. Die Vakuole ist ja ihrem Wesen nach eine im 
Innern des Komplexkoazervattropfens entstandene ,,AuBenfliissigkeit™, 
die mit demselben Kolloidfilm bekleidet ist, der sich auch an der AuBen- 
oberfliche befindet. Nach dem Austritt ist also die gesamte Ober- 
flachenausdehnung dieses Films kleiner geworden als vorher. 


Dagegen ist die Aufnahme eines organischen Fliissigkeitstropfens 
in das Innere des Koazervattropfens ein freiwillig verlaufender Vorgang, 


' H.G. Bungenberg de Jong u. W. A. L. Dekkers 1. ¢. 
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nach dessen Beendigung die beiden zwar gleich geladenen, aber ener- 
getisch verschiedenen Kolloidfilme von einer Koazervatschicht getrennt 
werden. 

Es muB also eine bestimmte Arbeit auf das System aufgewendet 
werden, um den Tropfen zum voélligen Austritt zu zwingen. Der auf 
den Tropfen wirksame einseitige Zug, der durch die von uns benutzten 
elektrischen Felder ausgeiibt wird, geniigte also hierzu nicht, es konnte 
nur ein teilweises Austreten (Hervorragen aus der Oberfliche des 
Koazervattropfens) bis zu einer gewissen Gleichgewichtslage herbei- 
gefiihrt werden, zu einer Lage, in der die freien Grenzflachenenergien 
der drei beteiligten Kolloidfilme und der einseitige elektrische Zug 
einander die Waage halten. 

Mit dieser Vorstellung steht weiter im Einklang, daB man die aus 
der Oberflache herausragenden organischen Fliissigkeitstropfen nach 
Unterbrechung des elektrischen Feldes wieder in das Innere des 
Komplexkoazervattropfens zuriickkehren sieht. 

Dagegen wurde einige Male beobachtet, daB eine aus der Ober- 
flache hervortretende Vakuole nach Unterbrechung des Feldes trotzdem 
zerplatzte. 

Bei VergréBerung der benutzten Feldstarke miiBte also ein vélliger 
Austritt der organischen Trépfchen doch zu erzwingen sein. Hierbei 
treten aber alsbald so groBe Komplikationen (starke Biichnerdeformation 
und sehr rasch verlaufende Desintegration) auf, daB eine sichere Aus- 
legung des morphologischen Geschehens dadurch unméglich wird. 


Zusammenfassung. 


1. Bringt man eine kleine, fein verteilte Menge einer organischen, 
mit Wasser nicht oder teilweise mischbaren Fliissigkeit in ein Koazervat- 
system (einfache oder Komplexkoazervation), so werden die organischen 
Fliissigkeitstrépfchen in das Innere der Koazervattropfen aufgenommen 
(untersucht an 10 Koazervatsystemen und 42 organischen Fliissigkeiten). 

2. Nur die in Komplexkoazervattropfen eingeschlossenen organi- 
schen Trépfchen zeigen im elektrischen Gleichstromfelde eine Relativ- 
verschiebung. Dieselbe kommt zu Ende, wenn der Tropfen in ge- 
ringerem oder stairkerem Mae aus dem Komplexkoazervattropfen 
herausragt. 

3. Die Richtung, in der die Relativverschiebung stattfindet, ist 
unabhangig von der Natur der organischen Fliissigkeit, von der Natur 
der Komplexteilnehmer, vom px oder von der Gegenwart von Neutral- 
salzen. 

4. Sie ist nur bedingt durch die kataphoretische Ladung des 
Gesamtkoazervattropfens und gehorcht demselben Gesetz, das auch 
fiir die bei dem Desintegrationsvorgang gebildeten Vakuolen gilt: 
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5. Ist der Koazervattropfen positiv geladen, so erfolgt die Ver- 
schiebung in der Feldrichtung nach der negativen Elektrode hin, ist 
der Koazervattropfen negativ, so findet sie in der Feldrichtung nach 
der positiven Elektrode hin statt. 

6. Es wird dies auf die Anwesenheit von gleichnamig geladenen 
Kolloidhautchen an den Grenzen Koazervat /organischer Tropfen, Koa- 
zervat/Vakuolenflissigkeit und Koazervat/AuBenfliissigkeit zuriick- 
gefiihrt. 

7. Das verschiedenartige Verhalten von Vakuolen und organischen 
Fliissigkeitstrépfchen in bezug auf das Heraustreten oder Nightheraus- 
treten aus dem Komplexkoazervattropfen wird auf den Unterschied 
in den energetischen Verhaltnissen zuriickgefiihrt. 

8. Der Austritt der Vakuole bedeutet eigentlich einen freiwillig 
verlaufenden Vorgang, fiir das véllige Austreten eines organischen 
Flissigkeitstropfens ist aber Arbeit zu leisten. 

9. Der durch die von uns benutzten Feldstarken auf den organischen 
Tropfen wirksame einseitige Zug geniigte nicht, diese vollstandige 
Austrittsarbeit zu leisten; der Tropfen tritt nur teilweise heraus und 
kehrt nach Unterbrechung des Feldes wieder in das Innere der Komplex- 
koazervattropfen zuriick. 

10. Weitere Erhéhung der Feldstarke, durch die ein vélliger Aus- 
tritt zu erzwingen ware, verursachte jedoch zu grobe Komplikationen 
fiir eine sichere Auslegung des morphologischen Geschehens. 
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Der Einflu6 der Nitrite, Rhodanide und einiger organiseher 
Stoffe auf die Jod-Stirkereaktion. 


Von 


Z. Ernst. 


(Aus der I. Medizinischen Klinik der kgl. ung. Pazmany Péter Universitat 
in Budapest.) 


(Eingeqangen am 16. Januar 1931.) 


Zu dem Studium der im folgenden beschriebenen Erscheinung gal) 
eine zufallige Beobachtung Veranlassung. Es ist nimlich aufgefallen 
daB im Speichel mittels der Saure-Nitrit-Starkereaktion! schon eine 
minimale Menge — etwa 0.001 °,, Jodid — nachweisbar ist, wahrend 
der Nachweis derselben Jodidmenge in wasseriger Lésung mit derselben 
Reaktion nicht gelang. Aber auch der Nachweis von 0,005 °,, Jodid 
ist nicht immer gelungen, obwohl dies das Fiinffache der im Speiche! 
leicht nachweisbaren Jodmenge ist®. Bei der Suche nach dem Grund 
dieser Differenz wurde die iiberraschende Tatsache gefunden, daB da- 
Jod auch in wasseriger Lésung mittels der erwihnten Reaktion leicht 
nachweisbar ist durch Zugabe von Speichel, natiirlich jodfreiem Speiche! 
‘Das Gemisch einer in gewisser Konzentration zusammengegossene Kalium 
jodid- Natriumnitrit-Schwefelsdure-Starkelésung bleibt farblos, aber es wir 
durch Zugabe von Speichel sofort blau. 

Es wurde versucht, diese Erscheinung mit dem Mucingehalt  ce- 
Speichels zu erklaren, aber der Dialysenversuch zeigte, daB die wirksam: 
Substanz diffusibel, also nicht kolloidal ist. Es wurde dann in Anbetracht 
des Rhodangehalts des Speichels die Wirkung der Rhodansalze untersucht. 
aber der erste Versuch mit einer etwa 5 °,igen Rhondankaliumlésung erga! 
ein negatives Ergebnis. Das Saurebindungsvermégen des Speichels konnt: 
auch keine Rolle spielen, denn die blaue Reaktion nach Speichelzusat: 


' Zu ungefahr 1 cem Speichel werden 10 Tropfen 20 °,ige Schwefe! 
siure, 4 bis 5 Tropfen 1° ,ige Natriumnitritlésung und 3 bis 4 Tropfe: 
1 %ige Starkelésung zugefiigt. In Gegenwart von Jodid wird die Lés\ing 
blau. 

2 Noch héhere Jodidkonzentration konnte leicht nachgewiesen werde: 
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kam auch dann zustande, wenn die Saurekonzentration zweifach normal 
war, gegen welche das Neutralisierungsvermégen des Speichels  ver- 
<chwindend gering ist. Weitere Orientierungsversuche zeigten, daB Trypsin 
und Pepton eine dem Speichel ahnliche Wirkung haben, sowie auch Urin, 
wahrend das Blutserum diese Erscheinung nicht zeigt. 

Zu dem genauen Studium der Erscheinung stellten wir vor allem 
jene Bedingungen fest, bei welchen dieselbe gut zu beobachten und 
jederzeit reproduzierbar ist. 


Zu etwa 100ccm destillierten Wassers werden 1,5 cem 0,5 °,ige 
Kaliumjodidlésung, 6cem 0,5°,ige Natriumnitritlésung und 30 ccm 
10 °ige Schwefelsaure zugegeben. Es wird Jod frei, und die Fliissigkeit 
wird braun. Diese Lésung ist eine halbe Stunde brauchbar. Unmittelbar 


vor dem Gebrauch geben wir zu 5cem 2 bis 4 Tropfen 1° ige Starke- 
lésung (Kahlbaum oder Mercksche lésliche Starke). Die so angesetzte 
Reagenzmischung ist in diinner Schicht (Eprouvette) hellgelb und 
bleibt auch unverandert, wenn die Eprouvette rein ist. In unreiner 


Eprouvette wird sie jedoch manchmal blau. (Es sind mit Chromsaure- 
Schwefelsaure gereinigte Eprouvetten zu benutzen.) Durch Zugabe 
von etwas Speichel wird die Reagenzmischung sofort blau. 


Die Wirkung verschiedener Verbindungen auf die Jod-Starkereaktion 
wurde mit Hilfe der Reagenzmischung in folgender Weise untersucht. 
Zu 3 bis 5cem der Reagenzmischung wurden | bis 2 Tropfen einer einige 
Prozente der zu untersuchenden Verbindung enthaltenden Lésung zugefiigt 
und in dem Falle, daB keine blaue Farbe entstand, noch weitere 5 bis 
6 Tropfen. Unldsliche Substanzen wurden in Pulverform zu der Reagenz- 
mischung zugefiigt. Nach Zugabe der zu untersuchenden Verbindung 
wurde die Mischung gut durchgeschiittelt und heobachtet, ob eine blaue 
Farbe auftritt. 

Threr Wirkung gemaé®B wurden die Verbindungen in drei Gruppen 
eingeteilt. 


I. Gruppe. Negative Reaktion. 


Die Reagenzmischung bleibt farblos nach Zugabe einer verdiinnten 
Losung. Es gehdéren hierher: 


Natriumchlorid Salicylséure Alanin 
Natriumsulfat Hippursaure Tyrosin 
Natriumbromid Gerbsaure Histidin 
Natriumphosphat Urotropin Gliadin 
Natriumnitrat Kreatin Pepsin 
Kaliumchlorid iXreatinin Morphin 
Kaliumfluorid Harnstoff Amygdalin 
Magnesiumsulfat Mannit Cholesterin 
Borsaure Dextrose Saponin 
Natriumoxalat Fructose Gummi arabicum 
Seignette-Salz Lactose Casein 
Brenztraubensaéure Dextrin 

Citronensaure Glykokoll 
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Il. Gruppe. Unbestimmte Reaktion. 


Die hier aufgezihlten Verbindungen zeigen eine sehr langsame ode: 
schwache Blaufairbung, oder aber die Reaktion konnte infolge von 
stérenden Nebenwirkungen nicht gut beobachtet werden. 


Borax (konzentrierte Lésung blaut schwach), 

Talkum (Sediment blau, obenstehende Fliissigkeit farblos), 
Kaolin (wie Talkum), 

Natriumlactat (schwache Reaktion), 

Glykogen (schwache Reaktion), 

Glykocholsaures Na (Triibung, schwache violette Farbe), 
Nucleinsaures Na (Triibung, schwache blaue Farbe), 
Lecithin (schwache rosa Farbe). 


III. Gruppe. Positive Reaktion. 
Diese Verbindungen werden in zwei Gruppen eingeteilt. 


Erste Gruppe. 
Diese Verbindungen neutralisieren den 
| sauregehalt der Reagenzmischung und 


blauen dadurch. Bei groBem Uberschui 


Natriumhydroxyd 
A. Natriumhydrocarbonat 





Natriumcarbonat verschwindet die blaue Farbe wieder. 

Calciumcarbonat In Pulferform zu der Reagenzmischung zu- 
1 | Magnesiumcarbonat gefiigt, lésen sie sich in der Saéure des Ge- 

: | Magnesiumoxyd misches, neutralisieren und blauen da- 

Zinkoxyd durch. 

Magnesiumsulfat 

Natriumchlorid 

Natriumacetat Diese Verbindungen blaéuen, wenn sie in 
C. } Kaliumchlorid einer Menge von ein bis zwei Messerspitzen 

Dinatriumhydrophosphat { zu 3 bis 4ccm Reagenzmischung zugefiigt 

Natriumdihydrophosphat werden. 

Harnstofi 

Dextrose 








‘+ Das chemische Verhalten der in Abteilung I aufgezahlten Verbindungen 
unterrichtet uns iiber den Mechanismus der Wirkung. So ist es wahr- 
scheinlich, daB die Verbindungen der Gruppen A und B ihre Wirkung 
durch ihr Saéureneutralisierungsvermégen entfalten, da sie die schon langst 
bekannte hemmende Wirkung der Saéure auf die Jod-Starkereaktion auf- 
heben. Die Verbindungen der Gruppe A entfarben, im Uberflu8 angewendet, 
wieder die Jodstarke, weil der Alkaliiiberschu8 das Jod bindet. Den Ver- 
bindungen der Gruppe C begegneten wir schon in der Gruppe I, wo sie 
in verdiinnter Lésung unwirksam waren, geséttigte Lésungen geben aber 
eine positive Reaktion. Einzelne Verbindungen der Gruppe C geben auch 
in ungesattigter, aber immer noch konzentrierter Lésung eine positive 
Reaktion, z.B. bei Zugabe einer gesattigten Lésung der zu_ unter 
suchenden Substanz zu der dreifachen Menge der Reagenzmischung. Solche 
Verbindungen sind MgSQ,, Na-Acetat, Na, HPO,. Bei den letzten zwei 
Substanzen kann auch die séureneutralisierende Pufferwirkung von Be 
deutung sein, welche Annahme dadurch bekraftigt wird, da8 das mehr 
sauer reagierende NaH,PO, nur eine minimale Wirkung hervorruft. Da~ 
Verhalten des Harnstoffs ist merkwiirdig, weil er nur in einer gewisse) 
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Konzentration eine positive Reaktion gibt. In gesattigter Lésung kommt 
keine Farbung zustande, oder sie verschwindet schnell. Die Wirkung der 
konzentrierten Lésungen ist méglicherweise eine der ,,Aussalzung“ analoge 
Erscheinung. 

Zweite Gruppe. 

Hier befinden sich Verbindungen mit verschiedenen chemischen 
und physikalisch-chemischen Eigenschaften, welche alle — abweichend 
von der Gruppe I — auch in gréBeren Verdiinnungen eine positive 
Reaktion geben. 

Es gehéren hierher die folgenden Verbindungen: 


Leucin Pepton (Witte-P. u. Seiden-P.) 
Serumalbumin (Schuchardt) Harnsdure 
Trypsin (Griibler) Rhodansalze 


Die Wirkung der ersten drei Verbindungen ist noch verhaltnismaBig 
schwach. 5ccm Reagenzmischung werden durch 2 bis 3 Tropfen einer 
l- bis 2° igen Lésung langsam gebliut. Pepton wirkt schon starker, 
indem 10 ccm der Reagenzmischung durch 0,5ccm einer 0,05 °,igen 
Witte-Peptonlésung schnell blau gefairbt werden. Am auffallendsten 
ist aber die Wirkung der Rhodanide und der Harnsaéure. Die Wirkung 
des Rhodans wurde bei der ersten — oberflachlichen — Untersuchung 
nur deshalb nicht bemerkt, weil es in einer mehrprozentigen Lésung 
angewendet wurde, wobei die entstandene blaue Farbe sofort ver- 
schwindet. Wird aber eine sehr stark verdiinnte Lésung angewendet, 
so ist die Wirkung iiberraschend intensiv. So werden 10 com der Reagenz- 
mischung sofort maximal blau gefarbt durch Zufiigen von 0,05 ccom einer 
0,005 °,igen Rhodankalium- oder Rhodanammoniumlésung. 

Der Speichel enthalt bei Nichtrauchern 0,003 bis 0,004 %, bei Rauchern 
0,01 bis 0,02 % Rhodanide (Hammarsten, Physiol. Chem.). Der Rhodanid- 
gehalt des Speichels ist also véllig geniigend zur Erzeugung der Reaktion. 

Die Wirkung der Harnséure ist schon etwas schwicher. 10 ccm Re- 
agenzmischung werden durch 0,05 cem einer 0,015 % igen Lésung geblaut. 
Die positive Reaktion des Urins wird wahrscheinlich durch den Harnséure- 
sowie den Rhodanidgehalt hervorgerufen. 

Fs ist hier zu erwahnen, daB das unverdiinnte Blutserum keine positive 
Reaktion gibt, mit zunehmender Verdiinnung wird aber die Reaktion 
positiv. Die Reaktion ist am stirksten, wenn zu 3 ccm Reagenzmischung 
0,5 cem — im Verhaitnis 1 : 50 verdiinntes — Serum zugefiigt wird. 

Aus diesen Resultaten ist zu ersehen, daB eine positive Reaktion 
teils durch Neutralisation der Saure (III, erste Gruppe A und B), 
teils durch ,,Aussalzung* (III, erste Gruppe, ©) und endlich durch 
einen derzeit unbekannten Mechanismus (III, zweite Gruppe) zustande 
kommt. Es wurde versucht, an dem die starkste Wirkung zeigenden 
Rhodanid der Kenntnis des Wirkungsmechanismus naher zu kommen. 

Es wurde vor allem untersucht, ob durch das Rhodanid die Jod- 
Starkereaktion selbst empfindlicher wird. Zu diesem Zwecke wurde 
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eine wasserige Jodlésung so stark verdiinnt, bis nach Zugabe einer 
Stirkelésung keine Blaufarbung mehr auftrat. Auch nach Rhodanzugabe 
zeigte sich diese nicht. Es wird also die Jod-Starkereaktion durch 
Zufiigen von Rhodanid nicht empfindlicher. Die Wirkung des Rhodanids 
kann also nur darin bestehen, daB es die hemmende Wirkung der Saure, 
eventuell auch des Nitrits, auf die Jod-Starkereaktion aufhebt. Di 
hemmende Wirkung der Sdure ist schon lange bekannt. Diese Hemmung 
wird durch Rhodanid aufgehoben, wie das aus dem weiter unten mit- 
geteilten Versuch zu ersehen ist. Die hemmende Wirkung der Saure 
ist proportional der Konzentration. Die quantitative Auswertung 
zeigte aber, daB die Hemmung der Jod-Starkereaktion in der be- 
schriebenen Versuchsanordnung durch die Saurewirkung allein nicht 
erklarbar ist. Das lenkte die Aufmerksamkeit darauf, daB auch das 
Nitrit eine hemmende Wirkung ausiiben muB. Es zeigte sich wirklich, 
daB das Nitrit in saurer Reaktion eine starke hemmende Wirkung ausiibt, 
welche die hemmende Wirkung der Sdure allein mehrfach iiberwiegt. Bei 
neutraler Reaktion hatte das Nitrit keine hemmende Wirkung. 

Die Wirkung des Rhodanids besteht also darin, daB es die hemmend: 
Wirkung der Sture und des Nitrits auf die Jod-Starkereaktion aufhebt. 

Dies alles wird durch das folgende Experiment demonstriert, aus 
welchem hervorgeht, daB die hemmende Wirkung der Saure allein 
schwach ist und daB die hemmende Wirkung des Nitrits in saurer 
Lésung diejenige der Saure allein vielfach itiberwiegt. 


Tabelle. 





Nr. der Eprouvette 1 2 3 4 


Kiwa 0,0025%ige wisserige 
Jodlisumg . .'. . .«.- 5 ecm 5 ecm 5 cem 5 cem 
10°,ige Schwefelsiu sa —-—-— 1,0 cem — 1,9 com 
0.5% ige Natriumnitrit- 
liung .......-.)/—-—-——|——-—-——! 03 cm 0,3 cem 
Destilliertes Wasser .. . 1,3 cem 0.3 cem 10ceem —-———- 
Intensitat der blauen Farbe 
nach Zugabe von 1 %iger 
Starkelosung ..... 
Intensitat der blauen Farbe 
nach weiterer Zugabe 
von 1 Tropfen 0,01° iger 
Kaliumrhodanidlisung . + +++ 4+++4+4+ = -+4++2 ++++ 


In Ergainzung der bisherigen Versuche sind noch folgende Beob- 
achtungen mitzuteilen, ohne vorderhand irgendeine Erklarung der 
Tatsachen zu versuchen. 

1. Wird die Reihenfolge Jod-Saure-Nitrit-Starke verindert, indem 
zu der wisserigen Jodlésung zuerst Starke und dann Saure und Nitrit 
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hinzugefiigt wird, so verschwindet die zuerst entstandene blaue Farbe 
nicht mehr. 

2. Es ist bekannt, daB die blaue Farbe der Jodstarke bei Erwarmen 
verschwindet und bei Abkiihlung wieder erscheint. Wird zu der blauen 
Jodstarke vor dem Erwarmen Saure und Nitrit zugefiigt und dann 
erst erwarmt, so erscheint nach erfolgtem Abkiihlen die blaue Farbe 
nicht wieder, sondern nur dann, wenn Rhodanid zugefiigt wird. 

3. Wird in alle vier Eprouvetten der in der Tabelle angegebenen 
Versuchsreihe eine weitere Menge Rhodan zugefiigt (1 Tropfen 2° ,ige 
Lésung), so verschwindet die blaue Farbe in den Eprouvetten | und 38, 
welche keine Saure enthalten, wogegen sie in den Saure enthaltenden 
Réhrehen 2 und 4 unverandert bleibt. Wird noch mehr Rhodanid 
zugefiigt, so verschwindet die blaue Farbe auch in diesen Eprouvetten. 

4. Es zeigte sich ein gewisser Unterschied in der Intensitat der 
Siurehemmung je nach den verschiedenen Starkearten, Herstellungsart 
der Lésung, und je nachdem, ob die Lésung frisch war oder langere Zeit 
gestanden hatte. Bei einzelnen Starkelésungen wird die Reaktion von 
der Saure kaum, hingegen bei anderen stark gehemmt. Die Blau- 
farbung der letzteren Starkelésungen wird auch von nachtraglich 
zugegebener Saure geschwacht. 

Aus der Kenntnis der beschriebenen Erscheinung ist folgender 
SchluB von praktischem Wert zu ziehen: Das Vorhandensein von 
Rhodanid erhéht die Empfindlichkeit der zum Jodnachweis oft ge- 
brauchten Saure-Nitrit-Starkereaktion. Es ist am einfachsten, zu diesem 
Zwecke in der Starkelésung 0,01 °,, Rhodankalium zu lésen. 

Eine Erklarung der beschriebenen Tatsachen kénnen wir nicht 
geben, da selbst das Wesen der Jodstarkereaktion noch nicht geklart 
ist, indem einzelne Forscher (Berczeller, Lottermoser, Biltz) die Blau- 
firbung mit einem gewissen kolloiden Zustand der Starke in Zu- 
sammenhang bringen, wahrend andere (Barger, Bergmann, Pringsheim, 
Samec, Kriiger und Tschirch) gewisse Atomgruppierungen innerhalb 
der Molekiile zu dem Zustandekommen der Reaktion fiir nétig halten. 


Zusammenfassung. 

Die zum Jodnachweis gebrauchte Saure-Nitrit-Starke-reaktion ist 
im Speichel viel empfindlicher als in rein wasserigen Lésungen. Die 
Ursache dieser Erscheinung ist der Rhodangehalt des Speichels. Es 
wird namlich die Jodstarke-reaktion in saurer Lésung durch Nitrite 
gehemmt, und diese Hemmung wird durch Rhodanide aufgehoben. 
Es zeigte sich, daB auch Harnséure sowie Pepton, des weiteren in 
geringerem MaBe auch Leucin, Trypsin und Serumalbumin eine dem 
Rhodanid ahnliche Wirkung haben. 
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Ammoniumbicarbonat neben sauren 
Zuckerriiben-Diffusionsschnitzeln als Eiweibersatz. 


(Ein Fiitterungsversuch an Milchziegen.) 
Von 
Franz-Hermann Ziemer. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Schlesischen Friedrich Wilhelms- 
Universitat in Breslau.) 


(Eingegangen am 16. Januar 1931.) 


Ebenso deutlich wie die Abhangigkeit der Gewinnung unserer 
tierischen Erzeugnisse vom aus dem Auslande stammenden Eiweil} 
ist der Wunsch fiihrender Wissenschaftler und Praktiker, dieser ge- 
fahrlichen Lage Herr zu werden. 


Zum Teil benutzte man natiirliche stickstoffhaltige Abfallstoffe, wie 
etwa das ,,Leimleder‘‘, mit welchem Ellenberger und Grimmer’, die Tier- 
arztliche Hochschule in Wien? und Hansen? giinstige Erfolge bei Schweinen, 
Pferden und Kiihen erzielten. Mit ,,Leimkraftfutter‘‘ (ehemals Badersches 
Fleischmehl) erreichte Richardsen* bei Schweinen dieselbe Wirkung wie 
mit einer entsprechenden Menge Blutmehl, wahrend Gerlach* im Vergleich 
mit Leinkuchen bei Milchkiihen nur eine etwas niedrigere Milchmenge 
gewann. Das ,,Leimgallertfutter, von den Kadaververwertungsanstalten 
in den Handel gebracht, soll nur kurz erwaéhnt werden, weil nach Kellner® 
..der hohe Gehalt des Futters an Spreu das Gemisch zu einem héchst frag- 
wiirdigen Futtermittel macht“. Auch das ,,EiweiSsparfutter“ (bzw. 
Scheidemandelersatz) gehért hierher, hat indes nach Ellenberger und 
Grimmer’, Zuntz,* Morgen*® und anderen Forschern nicht zu so giinstigen 
Erfolgen gefiihrt. Bei der Verfiitterung von Lederabfallen darf man iibrigens 
den hohen Chromgehalt nicht auBer acht lassen!®. Die hier erwaéhnten 
Abfallstoffe kénnen iiberhaupt fiir den deutschen EiweiSfutterbedari 
keine entscheidende Rolle spielen. 


1 Biedermanns Zentralbl. fiir Agrikulturchem. 46, 247, 1917. 

2 Mitteilungen d. Deutsch. Landw.-Ges. 37, 14, 1922. 

3 Landw. Versuchsstat. 88, 274, 1916. 

4 Landw. Jahrb. 50, 379f., 1917. 

5 Deutsch. Landw. Presse 43, 229, 1916. 

6 Q. Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere, S. 426. 
Berlin 1924. 

? Biedermanns Zentralbl. f. Agrikulturchem. 46, 247, 1917. 

8 Landw. Versuchsstat. 89, 281, 1917. 

® Ebendaselbst 89, 281, 1917. 

10 Ebendaselbst S88, 274, 1916; 89, 278, 1917. 
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Fast noch zahlreicher sind die Versuche mit kimstlich hergestellten 
Stickstoffverbindungen. Das Asparagin konnte nach Weiske! bei Wieder- 
kauern das EiweiS ersetzen; auch P. Meyer? kam zu demselben Ergebnis. 
Anders jedoch Forscher wie Munk®, Politis* und Gabriel’, die zu ihren 
Versuchen Tiere mit nur einem Magen verwendeten. Man nahm daher an, 
die Amidstoffe wiirden im Pansen und Darmkanal in BakterieneiweifS 
umgewandelt und dieses stehe nun dem tierischen Organismus als Eiweib- 
quelle zur Verfiigung. Gelang es doch Pasteur® und spater auch Adolf 
Mayer’, mit Hilfe von Ammoniak bei Hefepilzen derartiges Eiwei8 pflanz- 
licher Kleinlebewesen zu bilden. Im Jahre 1892 entstand dann auch die 
Theorie von Zuntz-Bahlmann®, welche die Bildung von Bakterieneiweif8 
durch Darmbakterien festzulegen sucht. Miiller® konnte noch nachweisen, 
daB Pansenbakterien Asparagin und weinsaures Ammoniak als Stickstoff- 
nahrung dem Eiweif vorziehen. Auch Véltz'trat deswegen fiir Beriick- 
sichtigung der Amide ein. In der Folge arbeiteten O. Kellner*', Morgen'?, 
Fingerling**, Paasch'4, BareiZ'® und andere mit Ammoniumacetat und 
kamen zu der Uberzeugung, daB dasselbe bis zu einem gewissen Grade 
das EiweiB in der Nahrung des Wiederkauers ersetzen kann. Bei der Ver- 
wendung von Harnstoff als EiweiBersatz gehen die Ergebnisse der einzelnen 
Versuchsansteller auseinander. Scheuwnert lehnt die Zuntz-Bahlmann sche 
Theorie frither!* wie neuerdings!? ab und schreibt dem Harnstoff wie iiber- 
haupt den Amidstoffen ganz allgemein lediglich eine den Stoffwechsel an- 
regende Reizwirkung zu. Ahnliches geht aus den Morgenschen '8 Versuchen 
in Hohenheim hervor. Honcamp'*® dagegen sieht als Ursache fiir die Ertrags- 
steigerung, welche er bei seinen Milchkithen beobachtete, die Harnstoff- 
zulage zu kohlenhydratreichem Futter an. Ungerer™® arbeitete mit Glykokoll, 
konnte aber damit bei der Milchbildung das Nahrungseiwei8 nicht voll 
ersetzen, Buckenauer*! ersetzte bei Schweinen 23,5°, des gesamten Futter- 
stickstoffs durch Glykokoll. 


' Zeitschr. f. Biol. 17, 460, 1881. 

2 Vgl. Adolf Mayer, Agrikulturchem. 4, 2. Aufl., S. 205. Heidelberg 
bzw. Paul Meyer, Der EinfluB des Asparagins und der EiweiBansatz bei 
W eeeiaeen, Inauguraldissertation 1896. 

’ Virchows Arch. 94, 436, 1883. 


* Zeitschr. f. Biol. 28, 492, 1891. 

5 Ebendaselbst 29, 115, 1892. 

® Adolf Mayer, Agrikulturchem. 3, 7. Aufl., 112f. Heidelberg 1907. 
7 Derselbe, Untersuchungen iiber alkoholische Garung 58. 

8 Pfliigers Arch. 49, 483, 1891. 

® Fiihlings Landw. Ztg. 54, 437, 1905. 

‘0 Landw. Jahrb. 38 (Supplement), 447f., 1904. 

" Zeitschr. f. Biol. 39, 349, 1900; Fithlings Landw. Ztg. 56, 589, 1907. 
2 Landw. Versuchsstat. 65, 68, 71, 73, 75, 1907 bis 1911. 

'S Landw. Versuchsstat. 71, 3. 1910; 72, 437, 1910; 73, 290, 1910. 

'4 Diese Zeitschr. 160, 363, 1925 

'S Fiitterungsversuch an Milchkithen, Inauguraldissertation 1927. 

16 


Diese Zeitschr. 133, 137, 1922. 

'7 Berl. Tierarztl. Wochenschr. 46, 389, 1930. 
‘* Landw. Versuchsstat. 108, 1, 1924. 

‘9 Diese Zeitschr. 188, 461, 1923. 

2 Ebendaselbst 147, 275, 1924. 

21 Ebendaselbst 174, 188, 1926. 
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Der Versuch, der im folgenden beschrieben werden soll, nimmt 
gegeniiber den vorhergenannten beiden Gruppen eine Mittelstellung 
ein. Als EiweiBersatz wurde Ammoniumbicarbonat — reine synthetische 
anorganische Stickstoffverbindung — gegeben, aber zugleich in Verbin- 
dung mit sauren Zuckerriibenschnitzeln bzw. sauren Molken!. Dadurch 
wird die kiinstliche anorganische Stickstoffverbindung zu einer organi- 
schen, gebunden an die Milchsiure — bzw. auch Essig-, Propion-, 
Butterséure oder dergleichen — des natiirlichen wirtschaftseigenen 
Futtermittels, denn die Milchsiure bindet das Ammonium unter 
Bildung von Ammoniumlactat an sich. Die eiweiBarmen, sauren Zucker- 
riibenschnitzel werden auf diesem Wege zu einem an verwertbaren 
stickstoffhaltigen Stoffen reichen Futter. So wird das gleiche erreicht, 
als wenn Ammoniumlactat bzw. auch zum Teil Ammoniumacetat, 
Ammoniumbutyrat, Ammoniumpropionat usw. verfiittert wiirden, 
Stoffe, deren niitzliche Verwendung als EiweiBersatz beim Milchtier 
aus der Gruppe der Wiederkéuer zum Teil wohl schon erwiesen ist, die 
aber simtlich ihres Preises wegen den Wettbewerb mit den auslandischen 
EiweiBfuttermitteln nicht aufzunehmen vermégen. Ammoniumacetat 
wirde nach mir gewordenen Mitteilungen zurzeit im GroBhandel nicht 
unter 75 RM je 100 kg zu kaufen sein. Die anderen oben genannten 
organischen Ammoniaksalze stellen sich natiirlich teurer. -— Praktisch: 
durfte im besten Falle immer nur so viel Ammoniumbicarbonat zu den 
sauren Zuckerriibenschnitzeln hinzugegeben werden, bis gerade die 
Neutralisation der Milchsaure eintritt, da sonst Atzwirkung des nicht 
umgesetzten Ammoniumbicarbonats droht. 


Besprechung des Versuchs. 


‘ Der Versuch wurde im Stalle des agrikulturchemischen Instituts der 
Universitat Breslau mit acht Ziegen durchgefiihrt. 


Die Tiere wurden eigens zu diesem Versuch angeschafft; sie stammten 
aus Stillen von Zwergbetrieben der Grafschaft Glatz, waren frischmel'end 
und befanden sich ungefaéhr im gleichen Lactationsstadium. Die Ziegen 
konnten sich bis auf eine, die wegen Raummangels angebunden werden 
muBte, frei in Einzelstaéllen bewegen. Vier von ihnen kamen wahrend 
gewisser Zeitraume, damit zur Nahrstoffumsatzbestimmung Kot und Harn 
getrennt aufgefangen werden konnten, in je einen Zwangsstall, der, nach 
Muster der landwirtschaftlichen Versuchsstation Leipzig-Méckern gebaut. 
durch Siebe eine allerdings nicht ganz vollkommene Trennung der festen 
von den fliissigen Ausscheidungen erreichte. 

Der gesamte Kot jeder Ziege wurde taglich gewogen, gut gemischt 
und davon der 20. Teil bei 70° C 48 Stunden lang getrocknet; um Stickstoff 
verluste zu vermeiden, erhielt jede Probe 20 ccm 2,5%igen Oxalsaurezusat7 


1 Vgl. auch M. Klimmer, Fiitterungslehre der landwirtschaftlichen 
Nutztiere. 2. Bd. (Fiitterungslehre), 3. Aufl., 8.176, 1921. 
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Gelegentlich wurden Gesamtstickstoffbestimmungen von frischem Kot 
durehgefiihrt, wobei es sich zeigte, daB trotz des Zusatzes von Oxalsdure 
noch ein Verlust von 0,88 g Stickstoff im Mittel bezogen auf die durch- 
schnittlich taglich ausgeschiedene Menge durch das Trocknen statt- 
gefunden hatte (vgl. Tabelle 1). Lerartige Beobachtungen sind sonst 
am hiesigen Institut nicht gemacht worden, und es mu8 dahingestellt 
bleiben, welches ihre Ursache war, vermutlich sind Harnmengen in den Kot 
gelangt. Um fiir alle Falle sicherzugehen, habe ich die mit dem getrock- 
neten Kote festgestellten Stickstoffzahlen aller Perioden um 0,88 g Stick- 
stoff erhéht; die im folgenden angegebenen Prozente sowie Gesamtwerte 
fiir Kotstickstoff sind auf die eben ausgefiihrte Art bereits verbessert 
worden. Am Ende jeder Periode wurden die Kotproben der einzelnen 
Tiere gut gemischt, fein gemahlen und zur Analyse aufbewahrt. 


Tabelle I. 





Stickstoffmenge Stickstoffmenge 
in der 4. Periode in der 5. Periode 
g g 

Ziege Nr. 1. Frischer. Kot. ........ 15,14 13,06 
Getrockneter Kot. . ..... 13,26 11,67 
s ‘ek ee ee 11,50 
Getrockneter Kot... . 2... 10,66 
ms Fe ens SS 13,58 11,12 
Getrockneter Ket... ... . 12,94 11,01 
s lf en ry re 13,27 12,98 
Getrockneter Kot... .... 12,29 12,66 


Der Harn wurde in Glasflaschen, die zur Vermeidung von Stickstoff- 
verlusten mit 25 cem verdiinnter Schwefelséiure (1:3) beschickt waren, 
taglich gemessen, mit dem Spiilwasser der Zwangsstalle auf ein bestimmtes 
Volumen aufgefiillt und fiir jede Ziege taglich auf Stickstoff nach Kjeldahl 
untersucht. 


Die Milch wurde taglich — Morgen- und Abendgemelk getrennt auf 
den Fettgehalt nach der Gerberschen Methode, auf den Gesamtstickstoff- 
gehalt nach Kjeldahl und auf den Trockensubstanzgehalt (im Glycerin- 
trockenschrank bei 102°C 4 Stunden lang getrocknet) untersucht. AuBer- 
dem wurden noch wiahrend der drei ersten Bilanzen von jedem Gemelk 
aller Tiere aliquote Teile unter Zusatz von 0,05 g Kaliumbichromat zu je 
100 g Milch aufbewahrt, um spater noch ReineiweiB- und Aschen- 
bestimmungen zu ermdglichen. 


Das Futter war kurz vor Beginn des eigentlichen Versuchs in ge- 
niigender Menge und gleicher Beschaffenheit vorhanden, nur muBte noch 
vorratiges Heu verbraucht werden, ehe das neuangekaufte zur Fiitterung 
gelangen konnte. Nach der vierten Periode muBten nochmals Weizen- 
schalen angeschafft werden, da ein Teil der vorhandenen Menge un- 
brauchbar geworden war. 


Die lufttrockenen Futtermittel hatten folgende Zusammensetzung: 
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Die Tabelle III gibt die Verdaulichkeit der Nahrstoffe und 
die Starkewerte an, die mit Hilfe der Kellnerschen! Verdauungskoeffi- 
zienten errechnet? wurden. 

5g Natriumchlorid und 20g Dicaleciumphosphat wurden in allen 
Perioden je Kopf und Tag verabreicht. Gefiittert wurde morgens um 
714, Uhr, mittags um 12 Uhr und abends um 51, Uhr; mittags bekamen 
die Tiere die ganze Haferration, vermischt mit einem Drittel der Schnitzel- 
gabe, wahrend das iibrige Futter zu gleichen Teilen morgens und abends, 
mit Wasser angerithrt, verabfolgt wurde; die tagliche Heuration wurde 
auf die drei Mahlzeiten verteilt. Ziege Nr. 4 verstreute durch Wiithlen in 
der Raufe etwa taglich 200 g der Heuration wahrend der ganzen Dauer 
des Versuchs, so daB sich deren Heuration nur auf 800 g gegeniiber 1000 g 
der anderen Tiere belief. 


Der Versuch wurde als Gruppenversuch angelegt, und zwar so, 
daB in einer vorangehenden Periode alle acht Tiere genau gleiche Fiitterung 
erhielten, sodann wurden zwei modglichst gleichmaBige Gruppen ge- 
hildet, von denen die eine weiter durch alle Perioden hindurch Grund- 
futter erhielt, der anderen aber verschieden starke Gaben von Ammo- 
niumbicarbonat an Stelle einer entsprechenden Menge ErdnuBkuchen 
gereicht wurden. 

Bei der Berechnung der jeweils als Ersatz zu verabfolgenden Gabe 
von Ammoniumbicarbonat wurden die Kellnerschen® Zahlen fiir die Zu- 
sammensetzung der Futtermittel zugrunde gelegt, nicht aber eigene Analysen- 
ergebnisse, weil diese aus praktischen Griinden erst nach SchluB des Ver- 
suchs ermittelt werden konnten. 

In der ersten Ersatzperiode wurde die Hialfte des verdaulichen 
EiweiBes des ErdnuBkuchens durch Ammoniumbicarbonat und die 
fehlenden Starkewerte durch Zufiitterung von Kartoffelflocken ersetzt. 

In der zweiten Ersatzperiode muBten vor allem die sauren Zucker- 
riibenschnitzel in der Futterration erhéht werden, damit eine gréBere 
Menge von Ammoniumbicarbonat hinzugefiigt werden konnte, ohne 
daB Veraitzungen des Verdauungskanals zu befiirchten waren. Nun 
konnte die ganze ErdnuBkuchengabe durch Ammoniumbicarbonat 
ersetzt werden; um im Futter den Amidgehalt méglichst niedrig zu 
halten, wie auch aus anderen Griinden, wurde zur Erganzung der 
Starkewerte von einer weiteren Erhéhung der Kartoffelflockengabe 
abgesehen, die Erginzung vielmehr mit Kartoffelmeh! durchgefihrt. 

In der dritten Ersatzperiode konnten die sauren Zuckerriiben- 
schnitzel nicht abermals gesteigert werden, weil die Tiere eine derartig 


1 O. Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere, 
8. 647f. Berlin 1924. 

2 Wiegner, Anleitung zum quantitativen agrikulturchemischen Prak- 
tikum, 8. 261f. Berlin 1926. 

3 0. Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere, S. 631 f. 
Berlin 1924. 
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voluminése Nahrung nicht hatten aufnehmen kénnen, andererseits 
muBte aber noch mehr freie Milchséure in die Futterration der Ersatz- 
tiere kommen, damit eine abermalige Steigerung des Ersatzes durch 
Ammoniumbicarbonat méglich wirde. Man half sich durch Zugabe 
von sauren Molken, die an Stelle des Trankwassers traten. 

Der KiweiBgehalt der Molken muBte so weit wie irgend méglich ver 
ringert werden; zu diesem Zwecke wurden sie bis auf 95° C erhitzt und dann 
einige Zeit auf dieser Temperatur gehalten; das EiweifS flockte alsbald aus 
und riB auch noch etwa vorhandenes Fett mit; so konnte man den geringen 
Fiwei8gehalt durch Filtration bis auf wenige Spuren aus der sauren F liissig- 
keit entfernen. 

Bei einer Verfiitterung von 4 Litern je Tag und Tier konnte nun 
nochmals ein Ersatz von Eiweifs durch Ammoniumbicarbonat statt 
finden, und zwar entsprechend dem EiweiB von 250g Hafer, 200 g 
Wiesenheu und 75g Weizenschalen; die Erganzung der Starkewerte 
wurde wieder durch eine entsprechende Menge von Kartoffelmeh! 
erreicht. 

In der weiter folgenden Periode bekamen wieder alle Tiere das gleiche 
Futter wie in der ersten Periode; es sind also die drei Ersatzperioden 
von zwei Grundfutterperioden eingeschlossen. 

Um endlich noch praktisch zu zeigen, daB trotz reichlicher Ver- 
fiitterung von verdaulichem EiweiB davon nicht zuviel gefiittert und 
dadurch der Versuch zur Priifung des EiweiBersatzes etwa unbrauchbar 
wurde, sollte noch eine Eiweif- bzw. Ammoniumbicarbonatentzugs period: 
durchgefiihrt werden, die wieder von zwei Grundfutterperioden ein- 
geschlossen wurde. Beide Gruppen erhielten in der sechsten und achten 
Periode dieselbe Futterzusammenstellung, wie sie in der dritten Periode 
gereicht wurde. 

Der folgende Versuchsplan stellt die einzelnen Perioden und Bilanzen 
in ihrer Aufeinanderfolge und zeitlichen Dauer, getrennt nach .,Grund 


futtertieren‘‘ und ,,Ersatztieren™ wie im folgenden der Einfachheit 
halber die beiden Gruppen unterschieden werden sollen . zusammen 


Tabelle IV. 





Dauer Dauer | 





G d- att 
Bilanz | fatter: Ersatztiere | p,“€,,| pacts | yas 

| _— Tage Tage 1928 
1. ; Grundfutter 10 11. VI. bis 20. VI. 
2. 1. Bilanz > |schwacherErsatz 25 15 o..  Via, Sh Wa. 
3.] 2 2. Bilanz 3 mittlerer Ersatz 25 15 16. VII. . 9. VII. 
4.( 5 3.Bilanz = starker Ersatz 26 16 |10.V0L , 4 ©. 
5.( 5 | 4. Bilanz § Grundfutter 15 5 a. 4, CUE. 
6. | = < |mittlerer Ersatz 10 ‘eS x, BR = 
7. 5. Bilanz | Eiweibentzug 15 5 : Ek. MA CE. 
8. mittlerer Ersatz 10 oS =~ BH s 
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Erste Periode. 
Grund futterperiode. 


Nachdem sich die Tiere an den GenuS der sauren Zuckerriibenschnitzel 
gewohnt hatten fiir Ziegen aus Zwergbesitz ein immerhin ungewohntes 
Futter —, wurde vom 11. Juni ab mit der Feststellung der Leistungen und 
den Milchuntersuchungen begonnen. 10 Tage lang bekamen samtliche 
Tiere das gleiche Grundfutter, das von allen Ziegen restlos! getressen wurde 
und folgende Zusammensetzung in bezug auf Menge und Nahrstoffe aufwies 
(vgl. Tabelle V). Demnach betragt die Nahrstoffmenge fiir beide Gruppen 
233.3 g verdauliches EiweiB und 973,2 g Starkewert oder, wenn man diese 
Zahlen unter Zugrundelegung des durchschnittlichen Lebendgewichts 
wahrend der ersten Periode fiir beide Gruppen gesondert auf 1000} g 
Lebendgewicht bezieht, 5,36 kg verdauliches Eiwei8 und 22,37 kg Stark e- 
wert fiir die Grundfuttertiere und 5,76 kg verdauliches EiweiB und 24,03 kg 
Starkewert fiir die Ersatztiere, wobei jedoch fiir Ziege Nr. 4 die unten bei 
FuBnote | angegebenen Werte in Abzug zu bringen sind. 

Die Grundfutterperiode hatte nur eine Ausdehnung von 10 Tagen, 
weil einerseits 14 Tage vor Beginn des eigentlichen Versuchs, um die Tiere 
an die sauren Zuckerritbenschnitzel zu gew6hnen, ungefahr dieselbe Futter- 
ration verabfolgt worden war und man daher annehmen konnte, daB die 
Milchproduktion nun keinen groBen Schwankungen mehr unterworfen 
sein wiirde, und weil andererseits diese Periode lediglich Anhaltsmaterial 
zur Bildung der beiden Gruppen liefern sollte; aus diesen Griinden wurde 
auch von einer Stickstoffbilanz abgesehen. Am Ende der Grundfutter- 
periode wurden die Ziegen in zwei nach Lebendgewicht, Milchleistung und 
-bestandteilen méglichst gleiche Gruppen geteilt, wie es Tabelle VII ver- 


anschaulicht. 
Nach Kellner? sind als Erhaltungsfutter fiir eine Kuh von 5001) ¢ 
Lebendgewicht 0,3 kg verdauliches EiweiB8 und 2,5 kg Starkewert erforder- 14 


lich. Diese Zahlen kénnen nicht ohne weiteres auf Ziegen iibertragen werden, 
da sich der Bedarf an Erhaltungsfutter einer Ziege zu dem ft rhaltungsfutter 
einer Kuh verhalt wie die Oberflache der Ziege zur Oberflaiche der Kuh. 
Mit Hilfe der Meehschen* Formel, nach welcher die Oberflache gleich 
3) : 


a 


iicdinhinnpeminiatbienepiiiaten 
) Lebendgewicht ist, laBt sich aus dem Lebendgewicht die Oberflache 
errechnen, und so kann man folgende Gleichungen aufstellen: 


Oberflache (Ziege) . Erhaltungsfutter (Kuh) 


Erhaltungsfutter (Ziege) Oberflache (Kuh) 
a 


Bio 





\ Lebendgewicht (Ziege) . Erhaltungsfutter (Kuh) 
_ Sa 
) Lebendgewicht (Kuh) 
Wenn man als Beispiel die eben angefiihrte Norm fiir Erhaltungsfutter 
von 500 kg schweren Kithen und das mittlere Lebendgewicht der Grund- 


Erhaltungsfutter (Ziege) — 


1 Nur Ziege Nr. 4 hatte eine um die auf S. 357 erwahnte 200 ¢ Heu 
geringere Tagesration, welche infolgedessen um 8,6 g¢ verdauliches Eiweii 
und 57,9 g Starkewert geringer war als bei den anderen Tieren. 

2 0. Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere, S. 613. 
Berlin 1924. 

3 Zeitschr. f. Biol. 15, 425, 1879. 
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futtertiere wahrend der ersten Periode einer Berechnung zugrunde legt. 
die den Erhaltungsbedarf dieser Ziegen an verdaulichem Eiweif ergeben 
soll, so gelangt man zu folgenden zahlenmaBigen Gleichungen: 


Fie 
. , 43,5 .0,3 12,37 . 03 
Erhaltungsfutter (Ziege) — } 5 — . 
, 63,0 
) 500 
Das Erhaltungsfutter der Grundfuttertiere betragt demnach an ver- 
daulichem EiweiB 58,9 g und ebenso berechnet 490.9 g Starkewert 


oder, bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht, 1,35 kg verdauliches EiweiB 
und 11,28kg Starkewert; das Erhaltungsfutter der Ersatztiere betragt 
56,2 g verdauliches EiweiB und 468,0 g¢ Starkewert oder, bezogen auf 
1000 kg Lebendgewicht, 1,39 kg verdauliches Eiwei8 und 11,56kg Starke- 
wert. 

Nach Kellner! braucht eine Kuh zur Erzeugung von 10 kg Milch 0,6 kg 
verdauliches EiweiB und 2kg Starkewert; die Grundfuttertiere erzeugten 
2,271 kg oder, bezogen auf 1000kg Lebendgewicht, 51,94kg Milch und 
die Ersatztiere 2,386 kg bzw. 58,91 kg Milch. Die erste Gruppe benédtigte 
demnach 3,12 kg verdauliches Eiwei®B und 10,39 kg Starkewert, die Ersatz 
tiere 3,53 kg verdauliches “iweiB und 11,78kg Starkewert zur “rzeugung 
der auf 1000 kg Lebendgewicht bezogenen Milchmenge, wenn man annimmt, 
daB die Ziegen unter gleichen Bedingungen Milch produzieren wie Kiihe. 


Tabelle V1. 








Grundfuttertiere Ersatztiere 
~ verdauliches | Sturke- verdauliches Stirke- 
Eiweif wert Eiweii wert 
Im Futter ...... 1 5,18 22.37 5,51 24,03 
Zur Lebenserhaltung er- 
forderlich. . .... 1,35 11,28 1,39 11,56 
Zur Milchproduktion . . 3,12 10,39 3,53 11,78 
Summe: 4,47 21,67 4,92 | 23,34 
UberschunB ...... 0,66 0,70 0,59 0,69 


In Tabelle VI sind die verdaulichen Nahrstoffe des Futters beider 
Gruppen den zur Lebenserhaltung und zur Milchproduktion erforderlichen 
Nahrstoffen gegeniibergestellt; dabei zeigt sich, dai die Eiweifimengen 
in der Futterration etwas reichlich bemessen, die Starkewerte aber gerade 
ausreichend gegeben worden sind. 


Wirkung des Futters auf die Tiere und ihre Leistungen. 


Die in Tabelle VII angegebenen Zahlen sind die durchschnittlichen 
Leistungen der einzelnen Tiere wahrend der ganzen Periode (die Einzel- 
zahlen folgen am SchluB der Periode). Am Ende der Tabelle ist die Ab- 
weichung der Ersatztiere von den Grundfuttertieren mit positiven oder 
negativem Vorzeichen angegeben, je nachdem das Mittel der Krsatztiere 
héher oder tiefer liegt als das der Grundfuttertiere. 


1 QO. Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere, S. 613. 
Berlin 1924. 
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Tabelle VII. 
Trocken- . a nl Fett- 
Lebend- Milch- pea mal Fett Stickstoff troeken. 
gewicht | menge |——Tyeee ||. | Menge |.) Menge || stan 
i | i ER Ping g : g OF, 
Grundfuttertiere. 
Ziege Nr. 1 45,5 2184.0 | 11,4 2483 384 744 O5 103 29,82 
ze oa 453 8914.4 98 2965 25 744 O04 = 11,0 25,51 
pe ae 88,5 16064 134 215,1 43 69,0 0,7 | 105 82,09 
2 Re 44.6 22774 10,9 247.7 3,.2' 71,9 0,4 9.4 29,36 
Durchschnitt: 43,5 | 2270,6 11,4/2516 34) 724 05 10,3 29,20 
Ersatztiere. 
Ziege Nr. 4 37,7 2262.3 10,4 | 234,9 2,7! 61,4 OA 101 26,15 
se _o 45,8 23739 10,5 | 249,7 3,1 725 0,4 9,0 29,52 
ae 7 36,0 20746 11,3 | 233,8 8.2 67.) 0,6 9: 28 32 
x <— 42.3 | 2832.4 9,8 277,7 2.6 731 04 | 11,7 26,53 
Durchscbnitt: 40,5 2385.8 10,5 249.0 29 685 05 10,0 27,63 
+ oder — als der f 
Durchschnittder ||- 3,0 +1152 -0,9 -26 -05 -39 ~0,8 || —1,57 
Grundfuttertiere 


* Hier sowie in der ganzen Arbeit ist mit .Fetttrockensubstanz* der prozentische Fett 
gehalt der Milchtrockensubstanz gemeint ; es wurde diese nicht ganz einwandfreie Bezeichnung 
nur wegen der Raumersparnis in den Tabellen gewahit. 


Betreffs der Lebendgewichte ist aus der groBen, am SchluB der erste 
Periode angefiihrten Ubersichtstabelle zu ersehen, daB sich die Ab 
weichungen vom Mittel in den natiirlichen Grenzen bewegen. Einzelne 
starke Lebendgewichtszu- oder -abnahmen wurden nicht beobachtet. 

Die Milchmengen sind bei den einzelnen Tieren verschieden groB; so 
fallt deren Héhe bei Ziege Nr. 8 mit 2,8 kg Milch entsprechend 66,2 kg 
bei 1000 kg Lebendgewicht und bei Ziege Nr. 2 mit 3 kg Milch, entsprechen 
66,3 kg bei 1000 kg Lebendgewicht auf, wahrend Ziege Nr. 3 nur 1,6k¢ 
entsprechend 41,6 kg bei 1000 kg Lebendgewicht zu erzeugen imstande 
‘war. Die taglichen Schwankungen sind unwesentlich. 

Der prozentische Milchtrockensubstanzgehalt ist entsprechend der 
groBen Milchmenge bei Ziege Nr. 2 und 8 recht niedrig, dagegen bei Ziey: 
Nr. 3 erheblich héher. Fiir den Milchfettgehalt liegen die Verhaltniss: 
ahnlich. Im allgemeinen fallt hier der niedrige Gesamtdurchschnitt «a 
Milchfett auf, der sich auf 3,1 °% belauft. Vielleicht ist dies durch die stark« 
Milchsekretion an sich, vielleicht aber auch durch die Verfiitterung voi 
sauren Zuckerriibenschnitzeln oder anderweitig zu erklaren. 

Uber den Stickstoffgehalt der Milch ist nichts Wesentliches zu sagen: 
wie zu erwarten, haben die Tiere mit hoher Milchleistung geringeren Stick 
stoffgehalt. 

Die Fetttrockensubstanz zeigt dieselben Verhialtnisse, wie sie ebe! 
fiir die einzelnen Tiere und die in der Milch enthaltenen Bestandteile be 
sprochen wurden; hohe Fetttrockensubstanzprozente bei den Tieren mit 
verhaltnismaBig geringer Milchmenge, vor allem bei Ziege Nr. 3, und in 
Gegensatz dazu Ziege Nr. 2 mit den niedrigsten Fetttrockensubstan 
prozenten bei héchster Milchmenge. 
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Wirkung auf den Stoffwechsel. 


Da keine besonderen Stic':stoffbilanzen aufgestellt wurden, laBt sich 
auch die Verwertung des HiweiBes nicht genau feststellen; eine ungefaihre 
Verwertung ist aber doch mit den weiter oben angegebenen Werten zu 
errechnen, wobei ich die auf 1000 kg Lebendgewicht bezogenen Mittel- 
zahlen der beiden Gruppen zugrunde legen méchte. 


Tabelle VIII. 





Verdauliches Eiweif 


Grundfutter- 





tiere Ersatztiere 
er os Ss a ake We 5,13 k¢ 5,51 kg 
Zur Lebenshaltune erforderlich . 1,35 . 1,39 , 
Zur Milch- und Fleischbildung 
WN ES oo SS Gis 8.78 . 4,12 , 
In der Milch . . . aioe me 148 , 1,54 , 
In der Milch in % der ver- 
fagbaren Menge ...... 89,15% | 37,46% 


Da nur die knappe Halfte des verfiigbaren EiweiBes zur Milchbildung 
verwendet wurde, ist anzunehmen, da®B eine Stickstoffbilanz positiv aus- 
gefallen ware, und das wiirde auf Grund der Kérpergewichtsvermehrung 
auf Ansatz in Form von Fleisch schlieBen lassen?. 


Zweite Periode. 
Schwache Ersatzperiode. 


In dieser Periode sollte die Halfte des ErdnuSikuchens es kam 
nachher nur zum Ersatz von einem Drittel des HrdnuBkuchens, also von 
nicht ganz einem Ff iinftel des Gehalts von verdaulichem tiweiB am Gesamt- 
futter durch eine dem riweiBgehalt entsprechende 10 °,ige Ammonium- 
bicarbonatlésung, die ich aus dem im Chemikalienhandel kauflichen Ammo- 
niumbicarbonatsalz herstellte, ersetzt und den Tieren in Verbindung mit 
den sauren Zuckerriibenschnitzeln der Futterration gleichzeitig mit dem 
iibrigen Futter verabfolgt werden. WNatiirlich sollte immer nur héchstens 
so viel Ammoniumbicarbonat zu den sauren Zuckerriibenschnitzeln hinzu- 
gegeben werden, wie gerade zur Neutralisation der Milchséure notwendig 
war. Beim Titrieren von 50 ccm Fliissigkeit der sauren Zuckerriiben- 
schnitzelaufschwemmung — entsprechend 5 g saure Zuckerritbenschnitzel 
wurden zur vollstandigen Neutralisation der Milchséure 1,5 cem Lésung 
verbraucht. Um nicht bis an die auBerste Grenze der Aufnahmefahigkeit 
zu gehen, wurde den 1500 g sauren Zuckerriibenschnitzeln statt 450 g, 
die méglich gewesen waren, nur 400g 10% ige Ammoniumbicarbonat- 
lésung zugesetzt. 


So wurden 33,2 °, verdauliches Eiwei® des ErdnuBkuchens bzw. 
18,0 % des Gesamtfutters ersetzt. 


' Die hier nun folgenden grundlegenden Tabellen iiber die taglichen 
Lebendgewichte, Milchmengen, Milchbestandteile sind aus Gritnden der 
Raumersparnis, wie auch spater, fortgelassen worden. 
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1931,41 


Summe: 
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Die fehlenden Starkewerte wurden durch Kartoffelflocken ausgeglichen, 
die ihrerseits noch 1,2% verdauliches Eiwei8 der gesamten Futterration 
enthielten, so daB dadurch wie auch aus Griinden, die noch angefiihrt 
werden sollen, statt geplanten 50°, nur 33,2°, verdauliches Eiweil 
des ErdnuSkuchens ersetzt wurden. Die Futterzusammensetzung der 
zweiten Periode war folgende, und zwar fiir beide Gruppen getrennt 
(vgl. Tabelle IX): 


Die Gruppe der Grundfuttertiere erhielt 233,3 g verdauliches Eiweifs 
und 973,2 g Starkewert oder, bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht, 5,13 kg 
verdauliches Eiwei8 und 21,39kg Starkewert, wahrend die Ersatztiere 
175,2 g verdauliches EiweiB und 975,9g Starkewert oder, bezogen auf 
1000 kg Lebendgewicht, 4,20 kg verdauliches EiweiB und 23,40 kg Starke- 
werte erhielten, wozu noch 400g 10% ige Ammoniumbicarbonatlésung 
hinzuzurechnen sind. Die nur geringen Unterschiede an verdaulichem 
FiweiB und Starkewerten zwischen den beiden Gruppen sind einmal durch 
die abweichenden Ergebnisse bei der Futtermittelanalyse gegeniiber den 
von Kellner angegebenen Werten, die aus technischen Griinden bei der 
Aufstellung der Rationen zugrunde gelegt werden muSten, bedingt, zum 
anderen spielt das etwas geringere mittlere Lebendgewicht der Ersatztiere 
eine Rolle. Dadurch erklart sich auch das Defizit an verdaulichem Roh- 
protein der Ersatztiere gegeniitber den Grundfuttertieren von 12,82 g ver- 
daulichem Eiwei8, wenn man das verdauliche EiweiS und die Amide jeder 
Gruppe zusammenfaBt und miteinander vergleicht'. 


Die vier Ersatztiere wurden langsam an die Ersatzfiitterung gewéhnt. 
doch schon nach 3 Tagen fraBen sie das Futter restlos auf, nur muB bei 
Ziege Nr. 4 das verstreute Heu (S. 357) beriicksichtigt und die entsprechenden 
Mengen Nahrstoffe (vgl. S. 359) in Abzug gebracht werden. Nach 10 Tagen 
war anzunehmen, da die Wirkung der jetzigen Futterzusammensetzung 
auf die Milchleistung eingetreten und die Stoffwechselprodukte der voran- 
gegangenen Periode ausgeschieden seien. Deshalb konnte nach diesen 
10 Tagen Vorfiitterung mit einer Stickstoffbilanz begonnen werden, die 
sich itiber 15 Tage hinzog. Die durchschnittlichen Leistungen beider Gruppen 
wahrend der 15tagigen Bilanz je Ziege und Tag sind in der folgenden 
Tabelle X zusammengestellt, wahrend Tabelle XI die Zu- oder Abnahme 
an Lebendgewicht, Milchmenge und Fettgehalt im einzelnen gegeniiber 
der Vorperiode angibt. 


Wirkung des Futters auf die Tiere und ihre Leistungen. 


Die Lebendgewichte der Tiere beider Gruppen sind gestiegen, 
doch konnten die Ersatztiere mit den Grundfuttertieren nicht Schritt 
halten. Im einzelnen sind aber die Gewichtsunterschiede schwankend, 
wie aus Tabelle XI zu ersehen ist. Demnach kann auch nicht mit 
Sicherheit auf eine tatsichliche Férderung des Kérpergewichts ge- 
schlossen werden. 


! Grundfuttertiere: verdauliches EiweiB 233,3 g, Ersatztiere: 175,21 ¢ 
Amide, Ammoniak usw. 34,8 g, 80,07 g 


Summe 268.1 g, 255,28 2 
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Tabelle X. 





Ziege Nr. 1 46,5  2225,2 
> < 47,3  3054,1 
‘ er 41,7 | 1821,4 


» » 6 | 46,3 | 22901. 


Durchschnitt: | 45,5 | 2367,7 


Ziege Nr. 4 
> oe 
. «» 7 | 86,5 | 2309.7 
” , 8 

Durchschnitt: | 41,7 | 2457,0 


+ oder — als der 














Trocken- : si ; : 
Lebend-| Milch- a rel Fett | Stickstoff i| Pt on " 
gewicht|} menge |}_— —@—____{j@#__ — pao on aml 
ls Menge |, Menge} , | Menge|| ~~ 
kg | g ie "ee ee EY ke g | %lo 
Grundfuttertiere. 
11,7 | 260,2 | 2,8 | 61,7 0,5 | 10,7 || 24,79 
10,0 304,77, 23 | 709, 0, 10,2 23,00 
13,6 | 247.5) 3,7 | 669° O06 11,4 27,21 
10,9 2494) 3.0 694 04 94) 27,52 
11,6 2655 3,0 67,2 O56 10,7. 25,63 
Ersatztiere. 
39,1 2415,7|| 10,7 2586! 24 569 0,4 99 22.43 
47,8 24863 10,8 2675 2,9 728 04 96 26,85 
11,5 265.1 3,1 722 05 106 26,96 
43,3  2616,1 10,6 277,2 2.6 | 68,7 04 | 10,9 24,53 
10,9 | 267.1 2,8 67,7 0,5 10,2 25,19 
—0,7'+1,6 —0,2, +05 —0,5' — 0,44 


| 
Durchschnitt der — 3,8 + 89,3 
Grundfuttertiere 


Die Milchmenge ist bei allen Tieren gestiegen: im Vergleich mit 
der ersten Periode betrug die Steigerung in Prozenten der Milchmenge 
der ersten Periode bei den Grundfuttertieren 4,3 °,, bei den Ersatz- 
tieren aber nur 3,0 »,. Doch gilt auch hier die Folgerung aus den Einzel- 
werten, daB eine geringere Milchleistung der Ersatztiere nicht mit Sicher- 
heit angenommen werden kann; im Gegenteil scheint nur der geringere 
Ertrag von Ziege Nr. 8 den Durchschnittsmilchertrag der Ersatztiere 
zu driicken, sonst kénnte man bei ihnen von einer gleichen Milch- 
leistung gegeniiber der anderen Gruppe sprechen. 


‘ 


Tabelle XI. 





Ziege Nr.1 .... 
SE) ge tog eke 
» 93... 

7 » 6 . oo ete es. 

Ziege Nr.4 ..... 
CE ga. ace, Mee 
a WS a, Gee ta he be 
» »8 


I Zu- oder Abnahme 





Lebendgewicht Milchmenge Fettgehalt 
kg g gz 
Grundfuttertiere. 
+ 1,9 + 41,2 — 12,7 
+ 2,0 + 39,7 — 35 
+ 3,2 + 215,0 — 2,1 
+ 2,0 + 112.4 + 0,3 
Ersatztiere. 
+1,7 + 12,7 — 25 
+ 1,4 + 153,4 — 45 
+05 + 235,1 + 52 
+ 1,0 — 216,3 — 4,4 
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Die Milchtrockensubstanz — in Prozenten und der Menge nach — 
ist bei den Ersatztieren in der zweiten Periode gestiegen, fiir Grund- 
futter- und Ersatztiere aber gleich. 

Wahrend bei den Grundfuttertieren der Fettgehalt der Milch um 
04°, gefallen ist, ist er bei den Ersatztieren trotz gesteigerter Milch- 
menge noch um 0,1 °,, gestiegen. 

Wie in vielen Arbeiten! mit Fiitterung von Amiden als EiweiBersatz 
an milchgebende Tiere, so kann also auch in dieser Arbeit ein Ansteigen 
des Fettgehaltes beobachtet werden; die Reizwirkung der Amide macht 
sich bemerkbar; indessen bleibt, wenn man die Einzelwerte der Fettertrage 
vergleicht, auch dieser Schlu8 noch nicht ausreichend gesichert. 

Der Stickstoffgehalt der Milch ist bei den Ersatztieren etwas 
niedriger, und entsprechend ist auch die absolute Menge gesunken; 
doch kann man die Differenz von 0,2 g gegeniiber der ersten Periode 
kaum als Wirkung des verabreichten EiweiBersatzfutters ansprechen. 

Die prozentische Fetttrockensubstanz hat sich entsprechend dem 
gesteigerten Trockensubstanz- und Fettgehalt auch zugunsten der 
Ersatztiere verbessert. 

Tabelle XII zeigt die prozentische Zusammensetzung der Milch; 
waihrend Asche und ReineiweiS in der Sammelmilch? bestimmt wurden, 
sind die anderen Werte Durchschnittszahlen, ermittelt aus den taglichen 
Untersuchungen wahrend der Bilanz; der Milchzucker wurde rechnerisch 
festgestellt. 

Tabelle XII. 





rioge | Waser woken axon | Qan- Gesgmt-) Reh Rein: igs wet | Ml 

Nr. Vg 9/9 Oo 9% %Fo 9 %o %o Fo at) 

1 88.31 11,69 0,75 10,94 0,47 2,94 | 2,82 | 0,12 | 2,78 | 5,22 
2 90,02 9.98 0,76 9,22 0,37 2.31 | 2,27 0,04 2,32 4,59 
3 86.41 13,59 O81 12,78 0,62 3,88 | 3,81 | 0,07 3,67 5,23 
4 89,30 10,70 0,80 9,90 0,41 2,56 | 2,27 0,29 2,36 4,98 
5 89.24 10,76 0,70 10,06 089 244 | 216 0,28 2,93 4,69 
6 89,11 10,89 0,77 10,12 0,41 2,56 | 2.39 | 017 | 3,03 4,53 
: 88,52 11,48 0,55 10,93 0,46 2,88 | 261 0,27 313 4,90 
8 89,41 10,59 0,74 9,85 0,42 2,63 | 2,36 0,27 | 2,63 4,59 


Ziege Nr. 2 lieferte die wasserreichste Milch; diese ist entsprechend 
die an Nahrstoffen armste, was ja nach den bisher gemachten Fest- 
stellungen im Zusammenhang mit der Milchmenge nicht anders zu erwarten 
war. Bei Ziege Nr. 3 liegen die Verhiltnisse umgekehrt; hervorzuheben 
ist der niedrige Aschengehalt bei Ziege Nr. 7. 


1 Ungerer, diese Zeitschr. 147, 275, 1924; Paasch, ebendaselbst 160, 
333, 1925; BareiZ, Fiitterungsversuch an Milchkithen, Inaugural- 
dissertation 1927. 

2 Mit ,,Sammelmilch‘‘ werden die in den ersten drei Bilanzen 
von jeder Ziege gesondert aufbewahrten aliquoten Teile der taglichen 
Milchmenge bezeichnet (vgl. 8S. 355). 
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Auffallend ist der Unterschied im prozentischen Amidgehalt; die 
Milch der Grundfuttertiere enthalt im Durchschnitt der vier Ziegen 
0,1°,., die der Ersatztiere dagegen 0,3°,. Der Amidgehalt ware bei 
den Grundfuttertieren noch niedriger, wenn man Ziege Nr. 6 mit sehr 
hohem Gehalt an solchen Stoffen unberiicksichtigt lassen wollte. 


Es 1aB8t sich schwer entscheiden, ob es sich hier nur um individuelle 
Unterschiede der Tiere handelt, oder ob die Ursache eine Wirkung de: 
verschiedenen Fiitterung ist. Meines Erachtens sind die Unterschiede zu 
groB, um sie nur durch die Individualitét der Tiere zu erklaren, auch spricht 
der in die Augen fallende gleichmaSig hohe prozentische Amidgehalt bei 
den Ersatztieren gegeniiber dem viel niedriger liegenden, von 0,04 bis 0,17 °,, 
schwankenden bei den Grundfuttertieren nicht dafiir, und deshalb glaube 
ich, diesen Unterschied nur durch die Verfiitterung von Ammonium. 
bicarbonat erkliren zu kénnen. 


Doch ist es ratsam, erst die Ergebnisse bei starkerer Ammonium 
bicarbonatgabe abzuwarten, ehe man sich ein endgiiltiges Urteil erlauben 
kann. Es sei erwahnt, daB Véliz' keine Erhéhung des Amid- bzw. Harnstoft 
gehalts der Milch bei Verfiitterung von Harnstoff festellen konnte. 


Wirkung auf den Stoffwechsel. 


Kot und Harn wurden in der zweiten Periode von je zwei Tieren jede1 
Gruppe 15 Tage lang aufgesammelt und wie erwahnt verarbeitet. Die Tiere 
gewohnten sich sehr schnell an die neue Umgebung; schon am zweiten 
Tage erhoben sie sich nur noch zur Futteraufnahme, wahrend der ganzen 
iibrigen Zeit lagen sie; irgendwelche nachteiligen Folgen konnten nicht 
festgestellt werden. Uber die Menge des taglich ausgeschiedenen Kotes 
gibt Tabelle XIIT Auskunft. Demnach betrug die Kottrockensubstanz 
in Prozenten des Frischkotes bei 


eS Seer fe 
32,68 % 
31,89 % 
37,22 % 
Der lufttrockene Kot enthielt die in Prozenten und der Menge nach in 
Tabelle XIV angegebenen Bestandteile, und die Verdauung der Nahrstoffe 
berechnet sich nun, wie es in Tabelle XV durchgefiihrt ist. 


Im allgemeinen zeigen die Verdauungskoeffizienten eine gute 
Ubereinstimmung. Aus dem recht niedrigen Verdauungskoeffizienten 
fiir Asche liBt sich auf eine sehr geringe Verwertung des verabfolgten 
Dicalciumphosphats schlieBen. Merkbar erhéht sind die Verdauungs- 
koeffizienten fiir Amidsubstanz bei den Ersatztieren. Diese Erscheinung, 
ebenso wie die bessere Verdaulichkeit des ReineiweiBes bei den Grund- 
futtertieren, vielleicht auch eine etwas héhere Ausnutzung von Roh- 


1 W. Véliz, W. Dietrich u. H. Jantzen, diese Zeitschr. 130, 424— 425, 
1922. 
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faser und stickstofffreien Extraktstoffen diirfte mit dem Ersatz von 
125 g ErdnuBkuchen durch Ammoniumbicarbonat und der gleichzeitigen 
Zugabe von 120g Kartoffelflocken fiir die Ersatztiere zusammen- 
hangen. Auffallende Unterschiede in der Verdauung der Nahrstoffe 
zwischen den beiden Gruppen treten sonst nicht hervor. 


Tabelle XI11. 











Grundfuttertiere Ersatztiere 
Tag Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 8 
a —— _ — —E ——— ———— ee 
frisch trocken frisch trocken frisch trocken frisch trocken 
1928 g g g g g g g g 


1. VII. | 2059 705,03 | 1975 669,10 1988 667,90 | 1758 694,13 
2. VII. | 2002 635,76 1618 556,65 1955 | 653,23 1665 654,87 
3. VII. | 2272 728,36 1715 571,20 1940 | 628,74 1675 661,00 
4. VII. | 2039 655,20 1828 590,11 1890 638,80 1608 664,73 
5. VII. | 2352 867,96 2018 731,05 | 2223 801,05 | 1565 797,76 
6. VII. | 2152 | 728,13 | 2200 723,83 2190 718,00 | 1795 733,23 
7. VII. || 2162 651,63 1950 622,95 2210 675,34 | 1718 612,10 
8. VII. 1934 | 617,06 1833 587,70 | 2065 635,62 | 1635 603,60 
9. VII. | 2132 679,52 1718 581,18 | 1983 617,20 | 20938 721,30 
10. VII. | 2189 702,57 | 1725 601,64 | 2243 690,59 | 1820 644,60 
11. VIL. 1934 609,60 1915 608,80 | 2170 596,73 1890 644,76 
12. VII. 1917 637,07 1848 610,10 2138 596,68 1827 654,53 
13. VII. 23824 687,50 1995 570,81 | 2400 630,10 1768 614,42 
14. VII. 1899 526,77 1610 493,72 | 2025 575,00 2235 716,53 . 
15. VII. 2194 668,65 1772 542,31 1892 858.56 1935 652,94 


665,6 1799,0 671.4 


or | 


Mittel: 2104,0 673,39 18484 604,1 2087, 


Tabelle XIV. 








Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 8 
5 Menge l5 Menge Ol Menge | a Menge | 

£ £ £ un 
Trockensubstanz . . 92,61 | 623,63 938,13, 562,58 93,60 619.37 93.63 628,60 
Asche. . . . .. . 15,78 106,26 16,96 102,45 14,88 99.04 14,50) 97,35 


Organ. Substanz . . 76,83 517,37 76,17 46013 78,18 520,33 79,13 531,26 
Gesamt-N ..... 2,25, 1515 218 13,17) 2,10 1898 2,21) 14,84 
Rohprotein. . . . . 13,89 93,53 13,65 82,46)13,15 87,52 13,80) 92,65 
Verd. Rohprotein . . 3,81 25,66 4,10 24,77) 4,58 3048 4,34! 29,14 
Reinprotein . . . . 13,15 88,55 12,97 78,35! 12,62 83,99 12,75| 85,60 
ee 6 es kee ot oe 4.98 0,68 411 0,53 3,538 1,05 7,05 
Rohfett ...... 240 16,16 284 17,16) 240 15,97 2.44, 16,38 
Rohfaser ..... 25,30 170,87 24,53 148,18 26,87 178,84 26,06 174,96 
N-freie Extraktstoffe 35,24 169,96 35,15 212.33 35,76 238,00 36,83 247,27 


24* 
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Die verdaulichen Nahrstoffe und Starkewerte der einzelnen Rationen, 
bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht, sind die von Tabelle XVI. 





Tabelle XVI. 
.. ee a TT | 

Ge- | ertrag Roh-| Ex- Roh-  Rohb- : Rein- Stitrke- Riweif- 

wicht je fett | trakt- faser protein Amide) eiweif wert ver- 
1000 kg stoffe hiltnis ! 

ke | ke ke | ke | ke ke | ke | ke ke 

Ziege Nr.1 46,471 | 47,88 0,84 16,71 5,40) 519 0,64 455 2467 1:4,62 
a » 6 46,275 | 49,49 0,82 15,86 590 545 0,66 4,79 2448 1:4,32 
» 7 36,510) 63,26 1,05 20,94 6,60 6,35 2,10 4,26 29,31 1:4,70 
je » 8 43,307 60,41 0,88 17,44 5,66 524 1,69 3,55 2455 1:4,78 


Ziege Nr. 7 hat eine gréBere Menge von Nahrstoffen verdaut als die 
drei anderen Bilanztiere; es ist dies durch das niedrige Lebendgewicht zu 
erklaren, das EiweiBverhaltnis! bleibt jedoch davon unberiihrt. Die Milch- 
ertrage der beiden Grundfuttertiere sind ungefaihr gleich groB; schaltet 
man Ersatz-Ziege Nr. 7 wegen ihres geringeren Lebendgewichts und der 
damit verbundenen reichlicheren Ernaihrung von einem Vergleich der Milch- 
leistungen der beiden Gruppen aus, dann hat das Ersatztier, Ziege Nr. 8, 
bei gleichen verdauten Nahrstoffen, noch etwa 10 kg Milch mehr erzeugt 
als die Grundfuttertiere. Zieht man noch Ziege Nr. 7 mit zu dem Vergleich 
heran, so zeigt sich, daB die Ersatztiere sogar 13,1 kg mehr produzierten. 
Ob diese Tatsache nun der Ersatzfiitterung oder individueller Eigenschaft 
dieser Tiere zuzuschreiben ist, steht dahin, doch ist wohl letzteres das 
Wahrscheinlichere. Im iibrigen verweise ich auf 8.403, wo die Unterschiede 
in den Milchertraégen der ersten fiinf Perioden gegeniibergestellt sind. 

Um die Stickstoffbilanzen der vier Tiere aufstellen zu kénnen, fehlen 
noch die Ergebnisse aus den Harnuntersuchungen, welche Tabelle XVII 
bringt. ° 

Die Gesamtstickstoffmenge fiir die fliissigen Ausscheidungen aller 
vier Tiere ist ungefahr die gleiche, wihrend die Harnmengen verschieden 
groB sind; in jeder Gruppe befindet sich ein Tier mit hoher und eins mit 
niedriger Harnmenge. Als Grund ist anzunehmen, daB einmal die 
individuellen Unterschiede einzelner Tiere, bei denen es sich um Ziegen 
handelte, die aus den verschiedensten Betrieben stammen, hier starker 
zum Ausdruck kommen als anderswo. Weiter wird auch die Wasser- 
menge, mit der das Futter angeriihrt wurde, eine Rolle spielen, zumal 
dieselbe nicht quantitativ zugeteilt wurde. 

Bei allen vier Tieren fand nach Tabelle X VIII eine Kérpergewichts- 
vermehrung statt, die sich zwischen 6,16 bis 10,98 g Stickstoff bewegte ; 
dasselbe konnte auch tatsiéchlich mit Hilfe der taglich festgestellten 
Lebendgewichte ermittelt werden. 


1 Verd. Rohfett . 2,2 + verd. Rohfaser + verd. N-freie Extraktstoffe 
, verd. Rohprotein 
Es wurden vom Rohprotein entgegen der Angabe bei Kellner (vgl. O. Kellner, 


Die Ernihrung der landwirtschaftlichen Nutztiere, 9. Aufl., 8.432) die 
Amide wegen der ganzen Anlage des Versuchs nicht abgezogen. 
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Nimmt man an, 


F.-H. Ziemer: 


der mit ,,Ansatz‘‘ bezeichnete Stickstoff ware in 


Form von Fleisch im Ké6rper festgelegt worden, so wiirde die Stickstofi 
menge, nach Aéhlers' Untersuchungen auf Frischfleisch umgerechnet, dix 
in der Tabelle XVIII als ,,errechnete tagliche Kérpergewichtszunahme’ 
bezeichneten Zahlen ergeben. ‘ts ist aber damit zu rechnen, daB die bei 
meinen Versuchen unvermeidlichen Verluste an Harn einen Teil dieses 
.. Stickstoffansatzes** bedingen. Sehr gro diirften sie aber nicht ge 
wesen sein. 


Tabelle XVII. 





1928 


HIS? Or ym G9 Po 


Ziege Nr. 1 


Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 8 





VII. 
Vil. 
VII. 
VII. 
Vil. 
VIL. 
VIL. | 
VII. 
9. VII. , 
10. VII. 
11. VII. | 
12. VII. 
13. VIL. 
14. VII. | 
15. VI. 


Mittel: | 


Harn- 
menge 


& 


2630 
2000 
2600 
2630 
2810 
2350 
2410 


2320 


2430 
1950 
2460 
1340 
1950 
2359 
2700 


2328,6 | 


20,35 


N-Menge 


g 


20,35 
17,57 


| 22.95 


19,76 
19,91 

18,30 | 
18,15 | 
19.76 | 


17,86 | 


19,47 
18,45 | 
19,32 
16,10 | 
19,62 


19,15 | 


' 


Harn- : Harn- bith Harn- : " 
menge N-Menge menge N-Menge menge N-Meng: 


& & u & | g 


1580 22,11 2400 25,47 1580 
1500 | 18.74 19,18 | 1700 
1500 19,08 20:79 1800 
1870 | 21,37 22:11 | 1900 
1610 | 20,93 19.91 | 1820 
1560 , 20,94 18,74 | 2060 
2840 19.91 25 19.91 | 2300 
1720 | 18,30 19,18 | 2110 
1860 | 20,35 19,47 


| 1840 21,08 | % 29,06 
| 2550 21,52 15,81 


1810 18,59 19,18 
1740 17,71 18,45 
1760 19,03 17,57 
1500 18,89 , 2110 18,30 


1782,6| 19,90 | 2193,0/ 1961 _ 


Die stark positiven Stickstoffbilanzen finden so ihre Erklarung, 
wenn auch keine vollig genaue. 


Tabelle XVIII. 





Stickstoff im Futter 

Davon Amide bzw. 
Ammoniak* ... . 

Stickstoff im Kote 


Verdaut 
Im Harn 


In der Milch. . 


Korpergewichts- 
vermehrung je Tag: 
Errechnete 
Tatsaichliche . . . 


53,49 53,49 


Ziege Nr.1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr.7 } Ziege Nr. 8 


g ES 4 I g 
51,06 51,06 


34,80 80,07 


(1515 | 18,17 13,98 14,84 
38,34 40,32 37,08 36,22 


19,15 19, 19,16 19,12 
10,73 9, 10,52 10.94" 
+ 10, + 6,95 + 6,16) 


220,64 286,39 181,26 160,65 
29,00 149,09 47,00 27.00 


* Nicht Amid- bzw. Ammoniakstickstoff. 


1 Nach Kohler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 499, 1901, enthalt die 
fett- und aschefreie Fleischtrockensubstanz 16,67 % Stickstoff, und frisches 
Fleisch 23% Wasser. 
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Die Ausnutzung der zur Milchbildung verfiigbaren Stickstoffmenge 
durch die einzelnen Tiere gibt folgende Ubersicht (Tabelle XIX): 

Die zur Milchbildung verfiigbare Stickstoffmenge ist von den 
Grundfuttertieren im Durchschnitt um 1,2°., besser als von den Ersatz- 
tieren zur Bildung von MilcheiweiB verwertet worden, was aus der 
gréBeren Menge von verfiigbarem Stickstoff bei den Ersatztieren zu 
erklaren sein kénnte. Doch sind die Unterschiede nicht ausgesprochen 
genug, um iiber zufallige Schwankungen deutlich hinauszureichen?. 


Tabelle XIX. 





. Zur Lebens-_ Fiir die In der Milch 
‘ In der Im Koérper : 
Verdz 2 ponte erhaltung Milch %> 

— Milch angesetst estandediiah verdigber cate 

Menge 

& g £ £ g 

Ziege Nr. 1 38,34 19,73 8,46 9,85 20,03 53,57 

a aoa 40,32 9,44 10,98 9,82 19,52 48,36 

- as 37,08 10,52 6,95 8,19 21,94 47,95 

, = 64 10,94 6,16 8,88 21,18 51,65 


Dritte Periode. 


Mittlere Ersatzperiode. 


In dieser Periode sollte Ammoniumbicarbonat fiir die gesamte ErdnuB- 
kuchengabe bei den Ersatztieren eintreten. Da in der zweiten Periode 
schon soviel Ammoniumbicarbonat zu den sauren Zuckerriibenschnitzeln 
zugesetzt worden war, daS deren Saure durch Bildung von Ammonium- 
lactat und dergleichen aufgebraucht war, so muBte die saure Zuckerriiben- 
schnitzelgabe auf das Doppelte erhéht werden, wenn keine nachteiligen 
Folgen fiir die Schleimhaute des Verdauungskanals durch Veraétzung ein- 
treten sollten. Um trotzdem im Gesamtfutter dieselbe Zusammensetzung 
wie in den ersten Perioden zu behalten, wurde die Weizenschalen- und 
Kartoffelflockenration gekiirzt, die Starkewerte durch Kartoffelmeh 
erganzt, und so kein weiterer Stickstoff in die Futterration gebracht. Auch 
das an sich schon sehr voluminése Futter gestaltete sich derart nicht noch 
umfangreicher. Im iibrigen wurde in der gleichen Weise wie in der zweiten 
Periode verfahren. Erwahnen méchte ich noch, da selbstverstandlich 
auch die Grundfuttertiere die doppelte Menge saurer Zuckerriibenschnitzel 
erhielten; so muBte ein etwaiger Einflu8 der starken Schnitzelfiitterung 
in beiden Gruppen auftreten. 


Tatsachlich wurden in dieser Periode nur 76,2°,, des verdau- 
lichen EiweiBes des ErdnuBkuchens oder 45,48°,, vom verdaulichen 


1 Wieder sind die nun hier folgenden Grundtabellen iiber tagliche 
Lebendgewichte, Milchertrage und Milchzusammensetzung fortgelassen 
worden. 
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1937,71 


2079,17 166,46 
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EiweiB der gesamten Futterration' durch Ammoniumbicarbonat 
ersetzt. 


Trotz des nahezu verdoppelten Volumens der Futterration fraBen die 
Ziegen alles restlos auf; anfanglich gingen die Ersatztiere nicht mit der 
gewohnten FreBlust an das neue Futter heran, doch bald hatten sie sich 
daran gewohnt und nahmen gierig alles auf, nur gilt auch hier das fiir Ziege 
Nr. 4 auf S. 359, FuBnote 1, bereits Gesagte*. Die Tabelle XX veranschau- 
licht die Zusammensetzung der Futterrationen beider Gruppen wahrend 
der dritten Periode. 

Die Grundfuttertiere erhielten 242,4 g verdauliches EiweiB und 1059,3 g 
Starkewert oder bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht 5,17 kg verdauliches 
Eiwei8 und 22,59kg Starkewert; die Gruppe der Ersatztiere empfing 
115,7 g verdauliches Eiwei8 und 1061,3g Starkewert oder 2,70 kg ver- 
dauliches EiweiB und 24,77 kg Starkewert, bezogen auf 1000 kg Lebend- 
gewicht. 


Die Futterration ist bei den Grundfuttertieren jetzt wieder etwa 
der unserer ersten Periode gleichzusetzen, wahrend sie in der zweiten 
Periode etwas niedriger war; bei den Ersatztieren erscheint die Gesamt- 
Rohproteinmenge in der ersten und zweiten Periode in geringerer Héhe, 
die Starkewerte dagegen sind etwas gestiegen. 


Diese Erscheinung ist durch die unterschiedliche Zusammensetzung 
der vorliegenden Futtermittel gegenitber den Angaben bei Kellner be- 
griindet, beabsichtigt war sie nicht; ferner macht sich der starkere Ersatz 
des verdaulichen EiweiBes der ErdnuBkuchen durch Ammoniumbicarbonat 
noch deutlicher bemerkbar als in der vorangegangenen Periode. Besonders 
geht dies aus den unten angefiihrten Zahlen hervor, wonach den Grund- 
futtertieren 126,65 g verdauliches EiweiS und 31,07 g verdauliches Roh- 
protein mehr zugefiihrt wurde als den Ersatztieren. 





Grund futtertiere Ersatztiere 
Verdauliches Eiweib. . 242.38 115,73 
ae aie f 29,97 125,55 
Summe: 272,35 241,28 


Vergleicht man die Rationen beider Gruppen in dieser Periode, 
so gelangt man zu der Feststellung, daB die Ersatztiere je 1000 kg 


1 45,48 % vom verdaulichen Eiwei8 der gesamten Futterration wurden 
durch Ammoniumbicarbonat ersetzt, wenn man annimmt, der in der Lésung 
gereichte Stickstoff wandelt sich im Futter (quantitativ) verlustlos in 
Amidsubstanz um, und diese ist vollstandig verdaulich, denn dann ergibt 
sich folgende Rechnung: 115,7 g verdautes HiweiB in der Futterration 
(laut Tabelle XX); 96,5 g verdautes EiweiB in 15,44 g Stickstoff des Ammo- 
niumbicarbonats . 6,25 (EiweiBfaktor). Also 212,2 g verdauliches EiweiS in 
der gesamten Futterration; davon sind aber 96,5 g oder 45,48 °% ersetzt. 

2 Infolge des seit dieser Periode zur Verfiitterung kommenden Heus 
miissen 8,6 g verdauliches EKiweiB8 und 60,3 g Starkewert abgezogen werden. 
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Lebendgewicht 47,8 °,, verdauliches Eiwei8 weniger, aber 0,2 °,, Starke- 
wert mehr erhielten als die Grundfuttertiere, wenn man nur das tat- 
saichliche verdauliche EiweiB beriicksichtigt, das Ammoniumbicarbonat 
aber unberiicksichtigt laBt. 


Nach 10 Tagen wurde mit einer 15tagigen Bilanz begonnen; die im 
folgenden angefiihrten Zahlen sind Durchschnittszahlen wahrend der 
Bilanz, die ersten 10 Tage wurden als Ubergang betrachtet und deshalb 
ausgeschaltet. Tabelle XXI veranschaulicht die durchschnittlichen Lei- 
stungen wahrend der Bilanztage, und Tabelle XXII zeigt die Zu- oder 
Abnahme an Lebendgewicht, Milchmenge und Fettgehalt im einzelnen 
gegeniiber der zweiten Periode. 


Tabelle XXI. 





Trocken- , i= , yett- 
Lebend-| Milch- substanz Fett | Stickstoff a 
gewicht menge i substanz 
e Menge ° Menge || i Menge 
kg t e & - 7 , 0 g i g 0, 
Grundfuttertiere. 


Ziege Nr.1 48,4 | 2186,0 11,52 251,92) 2,79 60,99), 0,48 10,48) 24,22 
48,4 2959.9 10,08 298,47 | 2,35 6948 0,37 10,98 23,31 


” ” 2 
” 2 8B 48.0 | 1772.7 13,69, 24269| 4,02 71,34 0,63 11,18 29,36 
7? 6) 47,7 | 2244:7 10,85 | 243,56! 3.96 | 68,77 042 | 9.41 28,20 


Durchschnitt: | 46,9 2290,8 11,54 259,16 3,06 67,65 0,48 10,51 26,38 


Ersatztiere. 
Ziege Nr.4 || 39,8 | 2109,9 10,78) 227, 28 | (2, 75 | 58,90 || 0,42 | 8,96)! 25.51 
A » 5 | 48,8 | 2432,6 10,41 253, 25 || 2,79 67,97 | 0,89 | 937 | 26,80 
a » @| 37,8 | 2274.0 11,33! 257,74 | 8.21 72,88 )043| 9,76) 28,33 
- a 449 | 2356.7 10.43. 245,71 | 2,66 62,71 | 0,42 | 9,82 || 23,27 
Durchschnitt: | 42, 8 | 2293,1 | 10 74 | 246, 00 2,85 | 65,39 0,44 9,48 || 25,98 


+ ‘oder — als der 


Durchsehnitt der | — 4,0 + 3,7 — 0.8\— 13,2 — 0,2 — 1,3) + 0,0, — 1,0) — 0,40 
Grundfattertiere | 


Tabelle XXII. 





Lebendgewicht Milchmenge Fettgehalt 
* kg g & 
_£ ( Ziege Nr.1. +19 —139,2 | — 0,7 
BE here. | +1,1 — 42 | —1,4 
zs - ~~ 2 +13 — 48,7 +44 
cs . , 6 +10 — 454 — 0,6 
, Ziege Nr.4. +14 — 306,7 + 1,1 
£¢ "> ¥ + 0,7 — 53,7 — 48 
£5 es + 1,3 — 85,7 + 0,7 
= 8. + 1,7 — 259,4 — 6,9 
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Wirkung des Futters auf die Tiere und ihre Leistungen. 


Wiederum sind die Lebendgewichte in beiden Gruppen gestiegen, 
und ebenfalls blieben die Ersatztiere hinter den Grundfuttertieren 
zurick; allgemein ist die Zunahme an Kérpergewicht nicht mehr so 
stark wie die zwischen der ersten und zweiten Periode. 


Beim Vergleich der Lebendgewichtszunahmen der einze!nen Tiere 
mit denen der zweiten Periode (vgl. 8. 366) ist nur noch bei Ziege Nr. 1 
eine starkere Zunahme an K6rpergewicht in der dritten Periode gegen- 
iiber der zweiten festzustellen, wahrend die anderen drei Tiere wohl 
auch noch ihr Kérpergewicht vermelhrten, jedoch nicht mehr so stark 
wie in der zweiten Periode. Bei den Ersatztieren dagegen hat nur Ziege 
Nr. 5 eine geringere Lebendgewichtsvermehrung als in der Vorperiode, 
Ziege Nr. 4 hat nahezu ebensoviel zugenommen, wahrend Ziegen Nr. 7 
und 8 ihr Kérpergewicht sogar noch mehr erhéhen konnten als in der 
zweiten Periode. Tatsachlich gestaltet sich in dieser dritten Periode 
die Lebendgewichtszunahme in beiden Gruppen gleich. 


Die Milchmenge ist in beiden Gruppen im Vergleich mit der zweiten 
Periode gefallen bzw. wieder auf dem Stande der ersten Periode an- 
gelangt. Der Vergleich zwischen den beiden Gruppen zeigt deutliches 
Absinken der Milchmenge bei den Ersatztieren. Im Vergleich mit der 
ersten Periode ist die Milchmenge bei den Grundfuttertieren um 1°, 
gestiegen, bei den Ersatztieren aber um 4°, gefallen. Unter Hinzu- 
ziehung der Einzelzahlen zeigt sich, daB bei den Ersatztieren die Milch- 
mengen von Ziege Nr. 4 und 8 sehr stark abgenommen haben, die von 
Ziege Nr. 5und7 dagegen nur wenig. Der starke Abfall der Milchmenge 
dieser Gruppe ist also zum groBen Teil auf die geringeren Leistungen 
von Ziege Nr. 4 und 8 zuriickzufiihren; das sind aber die Tiere, die 
auch schon in der zweiten Periode den Gesamtdurchschnitt der Milch- 
menge bei den Ersatztieren herabminderten. Deshalb glaube ich nicht, 
daB sich in dieser Periode eine fiir die Milehmenge nachteilige Wirkung 
des Ammoniumbicarbonats geltend macht. Es treten hier entweder 
individuelle Eigenschaften oder bedeutend weiter fortgeschrittene 
Lactationszeiten bei den beiden genannten Tieren stérend in Er- 
scheinung. Vielleicht spricht auch fiir die Abnahme der Milchmenge 
in geringem Umfange die an verdaulichem Rohprotein, vgl. 8. 375, 
armere Futterration der Ersatztiere mit. 


Die prozentische Trockensubstanz der Milch ist in beiden Gruppen 
etwas geringer geworden als in der zweiten Periode, sie ist aber noch 
nicht so niedrig wie in der ersten; auch die Differenz zwischen den 
beiden Gruppen hat sich zuungunsten der Ersatztiere wieder ver- 
gréBert, ist aber auch noch nicht auf dem Stande wahrend der ersten 
Periode angekommen. Ich glaube, das Sinken des Trockensubstanz- 
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gehalts bei fallender Lactation der sehr starken Verfiitterung saurer 
Zuckerriibenschnitzel zuschreiben zu kénnen. Die Gesamtmenge an 
Trockensubstanz ist infolge des Fallens der Milchmenge natiirlich auch 
zuruckgegangen. 


Der prozentische Fettgehalt der Milch ist in beiden Gruppen 
derselbe geblieben wie in der zweiten Periode; die damals beobachtete 
Reizwirkung des Amidfutters macht sich auch in der dritten Periode 
bemerkbar. Die Gesamtfettmenge sinkt aus dem schon erwahnten 
Grunde. 


Der prozentische Stickstoffgehalt der Milch und die absolute 
Stickstoffmenge in ihr ist bei den Ersatztieren wieder etwas gesunken. 
Obwohl in dieser Periode 45,5°, der gesamten verdaulichen Eiweif- 
ration (vgl. S. 375) durch Ammoniumbicarbonat ersetzt wurden, nehme 
ich an, daB die geringe Abnahme des prozentischen Stickstoffgehalts 
der Milch dieser Tiere nicht nur auf die Amidfiitterung zuriickzufiihren 
ist, sondern daB die sehr reichliche Gabe saurer Zuckerriibenschnitzel, 
in Verbindung mit dem Ammoniumbicarbonat, sich derart auswirkt ; 
denn nach einigen Angaben! zeigte es sich, daB die Verfiitterung von 
Zuckerriibenschnitzeln, einerlei, ob frisch oder sauer, eine gewisse 
Verwasserung der Milch zur Folge hat. Indes konnte anscheinend die 
reichliche Gabe saurer Zuckerriibenschnitzel ohne Ammoniumbicarbonat 
nicht in dem Mae vermindernd auf den Stickstoffgehalt der Milch 
wirken, wie aus den Zahlen der Grundfuttertiere hervorgeht. 


Die prozentische Fetttrockensubstanz hat sich auch in dieser 
Periode zugunsten der Ersatztiere verbessert. 


In der prozentischen Zusammensetzung der Milch, wie sie in der 
Tabelle XXIII zusammengestellt ist — die einzelnen Werte wurden auf 
dieselbe Weise, wie in der zweiten Periode dargestellt, ermittelt —. hat 
sich bei den einzelnen Tieren auBer dem Gehalt an Amiden nichts derart 
stark verandert, daB es besonders hervorgehoben werden miiBte. 


Nur der durchschnittliche Gehalt an Amiden ist bei den Grund- 
futtertieren derselbe geblieben, naimlich 0,1°,, bei den Ersatztieren 
dagegen ist der prozentische Anteil an Amiden im Vergleich mit der 
zweiten Periode von 0,3 auf 0,2 °, gesunken. Die Milch der Ersatztiere 
ist entgegen der in der zweiten Periode ausgesprochenen Annahme an 
stickstoffhaltigen Stoffen nichteiweiBartiger Natur armer geworden, 
die reichlichere Ammoniumbicarbonatgabe hat nicht zur Vermehrung 
der Amide in der Milch beigetragen. Trotzdem glaube ich, daB der zum 


1 Vgl. J. Klein, Bericht iiber die Tatigkeit des milchwirtschaftlichen 
Instituts zu Proskau fiir 1890/91; vgl. EZ. Pott, Handb. d. tier. Ernahr. u. 
d. landw. Futtermittel 3, 2. Halfte, 298, 1909. 
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Teil héhere Amidgehalt in der Milch der Ersatztiere noch ebenso wie 
zuvor durch die Ersatzfiitterung bedingt ist. Im Anfang dieser Fiitterung 
war der Organismus noch nicht in der Lage, diese Stoffe restlos als 
Bausteine auszunutzen, und wir sehen sie zu freilich sehr kleinem 
Anteil woméglich in anderer Form, aber noch nicht als ReineiweiB, 
wieder in der Milch; allmahlich gewinnt der Kérper die Fahigkeit, 
diese Stoffe noch mehr in den Kreislauf einzubeziehen, der Erfolg ist 
eine Verringerung des prozentischen Anteils an Amiden in der Milch. 


Tabelle XXIII. 





7 Trocken- hn Ge- Roh- | Rein- ‘ . Milch- 
Wasser | cubstanz Asche Sub- - protein eiweif Amide Fett udher 
stanz ¥ 
9% % 9%9 %Fo 99 %o 9% %o %o %o 

Ziege Nr.1 88,48 11,52 0,83) 1069 048 3,00 2,97 0,03 2,79 4,90 
» 2 89,92 10,08 0,69 939 0387 2,31 216 0151235 4,73 
» » 38/ 86,31 | 13,69 | 0,92 12,77 0,63 | 3,94 382 012/402 481 
» » 4 89,22 10,78 0,70) 10,08 042 | 263 2.55 0,08 2.75 4,70 
> » 5 89,59 10,41 | 0,76) 9,65 0,389 | 244 211 0,83 2,79 4,42 
» » 6 89,15 10,85 | 0,71 | 1014 0,42 | 263 248 015 3,06 4,45 
> » 7 88,67 11,33 | 0,56) 10,77 043 269 2,57 0,12 3,21 4,87 
» 8 89,57 10,43 0,79) 9.64 042 | 263 241 0,22 2,66 4,35 


Wirkung auf den Stoffwechsel. 


Die Stoffwechselprodukte wahrend der Bilanztage sind in den Ta- 
bellen XXIV und XXX zusammengestellt. 





Tabelle XXIV. 


Grundfuttertiere Ersatztiere 








Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr.7 gE Ziege Nr. 8 
frisch | trocken frisch trocken frisch ; trocken ~ friseh 7. ~ trocken 
1928 £ — £ £ £ £ £ Lo 


26. VII.) 2404 729,65 2075 | 684,87 2415 746,37 2465 707,55 
27. VII. 2349 683,82 | 2180 | 575,24 2320 682,93 1735 556,49 
28. VII. 2480 736,05 2130 | 673,29 2695 744,97 2190 750,10 
29. VII. 2820 787,35 2280 | 715,42 2805 | 781,70 2410 816,27 
30. VIL 2914 81649 2055 695,84 2310 718,20 2380 821,62 
31. VIL 2764 772,27 2370 | 735,80 2505 | 776,85 2255 783,40 
1. VIII.) 2781 769,00 2275 | 729,87 2355 | 702,83 2210 736,59 
2. VII.) 3069 860,18 2320 | 739,52 2150 681,05 2160 721,00 
3. VIII. 3044 769,18 2190 735,21 | 2487 745.70 2469 745,00 
4. VIII. 3204 881,32 2325 689,81 2160 67526 2365 751,07 
5. VIII. 29389 = Verlust 2435 Verlust 2605 (Verlust 2425 Verlust 
6. VIII. 2764 815,10 2210 684,66 2299 683,14 2125 725,02 
7. VIII. 3000 734,93 2280 706,20 2200 | 673,11 2055 678,96 
8. VIII. 2480 71494 1945 | 641,44 2115 | 671,32 2205 713,50 
9. VII. 2494 701,50 2100 | 664,94 2130 | 663,86 2355 705,51 


Mittel: 2767,1| 765.69 | 2211,3 | 690,87 2368,5| 710,52  2258,0| 728,72 
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In Tabelle XXIV sehen wir, da bei allen vier Tieren die Kottrocken 
substanz geringer als in der zweiten Periode ist, was auf die bereits mehrfach 
erwihnte Verfiitterung der groBen Menge saurer Zuckerriibenschnitzel 
zuriuckzufithren sein wird; sie betragt bei 


eer rere °F 
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” 


Die Zusammensetzung des lufttrockenen Kotes in Prozenten und der 
Menge nach ist in Tabelle XXV angegeben, Tabelle XXVI gibt iiber die 
Verwertung der Nahrstoffe Auskunft; dabei fallt in XXV auf, daB der Kot 
der Grundfuttertiere 11 bis 21/,°% Amide enthalt, dagegen bei den Ersatz- 
tieren nur 0,67%. Tabelle X XVII vergleicht die Verdauungskoeffizienten 
der Nahrstoffe bei den Grundfuttertieren mit denen der zweiten Periode; 
Tabelle XXVIII fiihrt dasselbe fiir die Ersatztiere aus. 


Tabelle XXV. 











Grundfuttertiere Ersatztiere 
Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr.7 Ziege Nr. 8 
Menge Menge Menge Menge 
%p %p . % e % | ad 
g . a £ 


Trockensubstanz . . 92,53 708,49 92,92 641,96 || 92,92 660,22 92,72 | 675,67 


pe ore eee 17,50 134,00 18,08 124,56 16,22 115,25 15.40) 112,22 
Organische Substanz 75,03 | 574,50 74,89 | 517,39 76,70 | 544,97 | 77,32 | 563,45 
Gesamt-N ...... 2,84) 17,92) 226) 15.61) 2,07. 14,71) 2,08) 15,16 
Rohprotein . . . . 14,64 112,10 14,12 97,55 12,94 91,94 12,98) 94,59 
Verd. Rohprotein. . | 4.56 34,92) 448 30,95 4,09) 29,96) 4,27) 31,12 
Reinprotein .- . . 13,24 101,88) 11,83 81,73 12,27 | 87,18 | 12,82} 89,78 
Amide ....... 1,40) 10,72) 2,29) 15,82) 0,67) 4,76 0,66) 4,81 
Rehiet . 4 Es 261 19,98 2,77 |. 19,14) 253) 17,98) 2,68) 19,53 
Robfaser ... 25,28 193.57 24,78 171,20 24,02 | 170,67 | 24,70 179,99 


N-freie Extraktstoffe 32,50 248,85 83,22 229,51 | 37,21 | 264,38 | 36,96 | 269,33 

Wenn man die Verdauungskoeffizienten der beiden Bilanzperioden 
miteinander vergleicht, ist zunachst bei Ziege Nr. 1 und 6, den beiden 
Grundfuttertieren, die Verdaulichkeit der Nahrstoffe in dieser Periode 
niedriger als in der zweiten Periode (vgl. Tabelle X XVII), am starksten 
sank der Verdauungskoeffizient vor allem bei den Amiden, dann bei 
Gesamtstickstoff bzw. Rohprotein und ReineiweiB. Aus Tabelle XX VII 
geht mit aller Deutlichkeit auch die teils geringere, teils starkere all- 
gemeine Abnahme der Verdaulichkeit der Nahrstoffe hervor, nur bei 
Rohfett ist in einem Falle die Verdaulichkeit besser geworden. Sicherlich 
ist der Verdauungskanal der sehr voluminésen Nahrung halber nicht 
in der Lage gewesen, simtliche zur Verfiigung stehenden Nahrstoffe 
voll zu verwerten. Daraus erklart sich die scheinbar geringere Ver- 
daulichkeit in dieser Periode. 


Tabelle XX VI. 
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Tabelle XX VII. 





Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 





2. Periode 3. Periode 2. Periode 3. Periode 
Trockensubstanz . . . 67,1 65,1 70,3 68,4 
SI ee 35,5 25,9 37,8 31,1 
Organische Substanz . 70,6 69,4 73,8 72,4 
Gesamt-N..... ; 71,7 66,4 75,4 70,7 
Rohprotein ..... 72,1 66,4 75,4 70.8 
ReineiweiB ..... 70.5 66,6 73,9 73,1 
ae ca oe ew 85,7 64,2 88,2 47,2 
gE Raa 70,6 70,1 68,8 71,3 
Rohfaser ...... 59,6 58,8 64,8 63,6 
N-freie Extraktstoffe . 82,0 75,3 77,6 77.2 


Etwas anders liegen die Verhaltnisse bei Ziege Nr.7 und 8, den 
Ersatztieren, wenn man die Tabelle XXVIII betrachtet. Die Ver- 
daulichkeit der Asche, des Gesamtstickstoffs, Rohproteins und be- 
sonders des ReineiweiBes ist gegen die zweite Periode erheblich ge- 
sunken, fiir Trockensubstanz, organische Substanz und_ stickstoff- 
freie Extraktstoffe ist sie auf derselben Hohe wie vorher geblieben. 
Dagegen zeigt sich die Verdaulichkeit der Amide bei Ziege Nr. 7 nur 
unbedeutend, bei Ziege Nr. 8 aber erheblich erhéht, das Rohfett stieg 
in seiner Verdaulichkeit bei Ziege Nr. 7, wahrend es von Ziege Nr. 8 
ebenso stark verdaut wurde wie in der Vorperiode, der Verdauungs- 
koeffizient von Rohfaser ging bei beiden Tieren erheblich in die Hohe. 


Tabelle XXVIII. 








Ziege Nr.7 Ziege Nr. 8 
2. Periode 3. Periode 2. Periode 3. Periode 
Trockensubstanz .. . 67,9 68,2 67,4 67,5 
CR eee ae 38,9 30,8 39,9 32.6 
Organische Substanz . 71,0 71,9 70,4 70.9 
Gesamt-N...... 72,6 69,1 70,9 68,1 
Rohprotein ..... 72.6 69,1 71,0 68,2 
ReineiweiB ..... 64,9 49,2 i 64,3 47,7 
rr as 95,6 96,2 i 91,2 96,2 
EE 5 ec wee 70,6 72,3 69.8 69,9 
Rohfaser ...... 57,4 63,0 58.3 60,9 
N-freie Extraktstoffe . 76,3 76,4 75,3 75.3 


Eine sichere Steigerung in der Verdaulichkeit der Nahrstoffe trat 
demnach nur bei der Rohfaser ein, bei den Amiden und dem Rohfett 
nur in je einem Falle deutlich. 


Gegen die Grundfuttertiere zeigen die Ersatztiere wesentlich 
schlechtere Verdauung des EiweiBes (wohl wegen des Ausfalles des 
leicht verdaulichen EiweiBfutters), sowie starkere Verdauung der 
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Rohfaser und der Amide, vermutlich letzteres im Zusammenhang mit 
der Verabreichung des leicht léslichen Ammoniaksalzes. 

Ich erklare mir die starkere Verdauung der Rohfaser und Amide 
durch die Ersatztiere folgendermaBen, obwohl meine Uberlegungen 
nur durch ein Tier sicher belegt werden, wahrend das andere dieselben 
nicht deutlich unterstreicht: die Ersatztiere erhielten in ihrer Futter- 
ration je 1000 kg Lebendgewicht 4 kg stickstofffreie Nahrstoffe mehr 
als die andere Gruppe. Der Verdauungskanal des Wiederkauers wandelt 
auf Grund seiner Magen und seiner bedeutenden Lange die Rohfaser 
mit Hilfe der sehr zahlreichen Mikroorganismen in leicht aufnehmbare 
Formen der stickstofffreien Nahrstoffe um und stellt sie somit dem 
Organismus zur Einverleibung bereit. Durch diesen Umstand kommen 
die stickstoffhaltigen Stoffe erst in zweiter Linie zur Aufnahme, und so 
erklart sich der gestiegene Verdauungskoeffizient der Rohfaser einerseits 
und das Sinken der Verdauungskoeffizienten bei den stickstoffhaltigen 
Stoffen, mit Ausnahme der Amidstoffe. Méglicherweise wirkt auch 
die groBe Menge stickstofffreier Nahrstoffe in der Futterration hemmend 
auf die Verdauung im allgemeinen. Die Amidstoffe werden — wie 
eingangs ausfihrlich geschildert (vgl. S. 353, FuBnoten 6 und 7) — 
auch in hohem MaBe von den Bakterien als Aufbausubstanz verwendet, 
sie sind nahezu zu 100°, verdaut worden, ihr Verdauungskoeffizient 
ist in dieser Periode, trotz der um 43°, gesteigerten Verfiitterung des 
amidhaltigen Ersatzfutters, sogar noch um 3°, im Durchschnitt gegen- 
iiber der zweiten Periode erhéht worden. 

Die Verdauungskoeffizienten der Amidsubstanz zeigen, daB sie 
mit Erfolg verfiittert wurde. 

Der Gehalt an Starkewert, bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht, ergibt 
sich aus den verdauten Nahrstoffen; sie sind in Tabelle X XIX zusammen- 
gestellt. Wie schon aus der Beurteilung der Verdauungskoeffizienten zu 
erwarten war, ist das EiweiSverhaltnis in beiden Gruppen gegeniiber der 
vorangegangenen Periode ein weiteres geworden. Vergleicht man die 
beiden Gruppen dieser Periode, so gestaltet sich das EiweiBverhaltnis bei 
den Ersatztieren weiter, was durch die verschieden starke Verdauung der 
stickstoffhaltigen und der stickstofffreien Nahrstoffe und auch durch die 
unterschiedliche Fiitterung hervorgerufen wird. 


Tabelle XXIX. 








kg kg kg kg kg kg kg kg kg 
Ziege Nr.1 48,375 45,19 0,97 15,65 5,72 4,58 040 4,18 2418) 1:5,13 
io » 6 47,744 47,02) 1,00 16,26 6,26 4,95 0,30 4,65 25,24 1:5,07 
me » 7 87,803 60,15 | 1,24 22,62 7,68 543 3,20 2,24 30,98) 1:6,08 
“ » 8 44,952 52,431.01 18,91 6,25 1: 6,07 


4,51 2,69 1,82 25,60 
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Ein Vergleich der Milchertrége beider Gruppen untereinander und 
unter Ausschaltung von Ziege Nr. 7 (aus bekannten Griinden, vgl. 8. 371 
zeigt, daB das Ersatztier auch in dieser Periode trotz der etwas geringeren 
Menge von verdaulichem Rohprotein (vgl. 8S. 375) im Futter noch 6 kg 
Milch mehr erzeugen konnte als die Grundfuttertiere; nimmt man di 
Leistungen von Ziege Nr. 7 noch hinzu, dann bleiben die Ersatztiere auch 
in dieser zweiten Bilanz 10 kg iiber dem Durchschnitt der anderen Gruppe. 
Gegeniiber der zweiten Periode haben sich Ziege Nr. 1, 6 und 7 um etwa 
5% im Milchertrag verringert, Ziege Nr. 8 dagegen um 13%. Da bei drei 
Tieren die Milchmenge ohne Hervortreten der Fiitterungsunterschiede 
gleichmaBig gesunken ist, so kann man annehmen, dai Ziege Nr. & 
schon bedeutend weiter in der Lactation fortgeschritten war als die 
iibrigen Tiere. 

Die Gesamtstickstoffmenge im Harn ist nach Tabelle XXX_ bei 
allen vier Tieren ungefahr die gleiche, nur Ziege Nr. 6 hat etwas meh: 
ausgeschieden als die anderen. Aus den schon 6fter angegebenen Griinden 
ist die Harnmenge bei beiden Tieren jeder Gruppe gestiegen, doch 
findet sich in dieser Periode bei den Ersatztieren 0,9 kg Harn weniger 


Tabelle XXX. 











Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 | Ziege Nr.7 Ziege Nr. 8 
Harn- | N- || Harn- N- || Harn- | _N- Harn- N- 
menge | Menge | menge Menge menge Menge menge | Meng: 

} £ & } g 


1928 £ ~ i] 4 & tae 


| 

26. VII. 3730 | 18,15 | 3730 21,08 | 3060 1815 3050 | 18,01 
27. VI. 3960 | 20,79 | 2950 1859 | 2430 1889 1500 | 17,86 
28. VII. 3000 | 16,84 | 3000 2313 1875 18,01 , 2130 | 19,91 
29. VII. 2970 19,18 | 2875 | 23,57 2600 19,76 | 2020 20,06 
30. VII. 3750 | 20,35 | 3500 22,55 2250 19,62 | 2750 20,35 
31. VI. 3100 1940 2930 23,66 2530 21,60 | 2125 19,99 
VIII. 4250 = 22,78 | 3950 =. 26,16 += 3000 =. 20,87 | 3900 -~—s:19,99 
Vill. 3500 17,49 | 4000 | 2234 3375 18,22 3690 | 19,40 
VIII. | 3130 | 18,52 | 3300 2292 3380 20,48 3150 | 18,37 
VII. | 3700 = 18,22 | 3950 =. 21.60 |». 2650) 19,69. 2650 =~ «17,34 
Vill.*| 4009 18,81 | 4400 2219 3825 | 2028 3625 19,10 
Vill. | 4400 1940 4750 21,75 | 3000 > 17,78 | 8275 = 19,10 
VIII. 3375 | 17,34 5125 24,92 2800 2043 3300 21,16 
Vill. 4900 | 2028 4000 22,78 2750 1910 | 3550 18,37 
VIII. 4200 19,25 4650 23,81 3500 | 18,22 | 3500 = 18,81 


eC PrnNoar wn me 


Mittel: | 3671,0) 19,12  3807,3 22,74 2868.3 19,40  2881,7) 19,19 


Die Stickstoffbilanzen der einzelnen Tiere zeigen nach Tabelle XX X1, 
daB auch in dieser Periode wieder eine Vermehrung des Kérpergewichts 
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auf Grund der positiven Stickstoffbilanzen anzunehmen ist; der Ansatz 
betragt indes nur noch 3,36 bis 5,84 g Stickstoff. 


Um die wirkliche Lebendgewichtsvermehrung richtig festzustellen, 
legte ich diesmal nicht die Kérpergewichtsvermehrung wahrend der Bilanz- 
tage, wie in der ersten Bilanz, sondern wahrend der ganzen Periode zu- 
grunde, da sonst das gréBere Volumen des Futters eine falsche Beurteilung 
des wirklichen Zuwachses verursachen kénnte, denn in dieser Periode 
wurden allen Tieren 1500 g saure Zuckerriibenschnitzel zugelegt; diese 
vermehrte Nahrungszufuhr macht sich aber erst gegen Ende der ganzen 
Periode deutlich bemerkbar, wie aus den héheren Lebendgewichten der 
Bilanztage gegeniiber denen der ganzen Periode zu ersehen ist (vgl. Uber- 
sichtstabelle am Schlusse der dritten Periode). Da ich aber Wert darauf 
legen muBte, méglichst alle Nebenwirkungen auszuschalten, habe ich die 
Mittelzahlen der ganzen Periode herangezogen. 


Tabelle XXXJ. 





Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 8 
g g g g 

Stickstoff im Futter 53,36 53,36 47,53 47,53 
Davon Amide bzw. 

Ammoniak*. . . 30 126 
Stickstoff im Kote . 17,92 15,61 14,71 15,16 
Verdaut ..... || 35,44 37,75 32,82 32,37 
Im Harn ... ; 19,12 22,74 19,40 19,19 
In der Milech . . 10,48 9,41 9,76 9,82 
ee ee 5,84 SES 5,60 : + 3,66 — + 3,36 
Korpergewichts- 

vermehrung je Tag: 

Errechnete .. . 152,30 146,04 95,48 87,65 

Tatsachliche .. 40,00 15,00 23,00 35,00 


* Nicht Amid- bzw. Ammoniakstickstoff. 


Rechnet man nun den restlichen, mit ,,Ansatz‘* bezeichneten 
Stickstoff mittels der schon angegebenen Beziehungen in Frischfleisch 
um, so erhalt man folgende Verhaltnisse von wirklicher Kérpergewichts- 
vermehrung zu errechneter wie 


1: 3,8 bei Ziege Nr. | 
1: 9,7 a 
1:42 i ee 
1: 2,5 Es «® 


In der zweiten Periode hatten die Verhaltnisse folgendermaBen 
ausgesehen : 


1: 7,6 bei Ziege Nr. 1 
bs 38. “ n= 
1739 « ie Pe 
1:59 ,, pes oe 
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Ziege Nr. 1 und 8 kommen demnach dem Stickstoffgleichgewicht 
in dieser Periode naher als in der vorangegangenen, unter der Voraus- 
setzung, da der mit ,,Ansatz bezeichnete Stickstoff auch wirklich 
zur Fleischbildung gedient hat, Ziege Nr. 6 dagegen war in der zweiten 
Periode dem Stickstoffgleichgewicht naher als in der dritten Periode, 
wahrend Ziege Nr.7 keinen besonderen Unterschied erkennen labt. 
Es ist anzunehmen, daB der iiberschieBende Stickstoff nicht ganzlich 
zur Fleischbildung verwendet, sondern unter Festhaltung von ge- 
wissen Wassermengen als NichteiweiB in den Geweben retiniert wurde. 
(Vgl. auch S. 372.) Die positiven Stickstoffbilanzen finden deshalb 
nur zum Teil in der Lebendgewichtsvermehrung ihre Erklarung. 

Die Ausnutzung der zur Milchbildung verfiigbaren Stickstoff- 
menge (Tabelle XXXII) ist bei allen vier Tieren gesunken, bei den 
Grundfuttertieren um 8,3 ',, bei den Ersatztieren jedoch nur um 0,7 
gegeniiber der vorigen Periode. Die Ersatztiere haben diesmal den 
Stickstoff um 7,6°,, besser zur Milchbildung verwertet als die Grund- 
futtertiere. Ich glaube jedoch nicht, daB nur die verminderte Eiweil}- 
menge im Futter bei gleichzeitig reichlich vorhandenen stickstofffreien 
Stoffen zu einer so starken Steigerung der Verwertung des Futterstick- 
stoffs gefiihrt hat, sondern nehme an, da auch die Verfiitterung des 
Amids bzw. des Ammoniumbicarbonats zu diesem Ergebnis beigetragen 


habe!. 
Tabelle XXXII. 





In der Milch 


Im Zur Lebens- ‘Fir die in J» der 

Verdaut oe Koérper erhaltung Mileh verfiigbaren 
, angesetzt | erforderlich | verfiigbar Menge 

u £ - £ - %lo 

Ziege Nr.1 . . | 35,44 10,48 5,84 10,12 19,48 42,73 
o om BS) Bae 9,41 5,60 10.02 22,13 42,52 
‘~ »t.. ae 9,76 3,66 8,58 20,58 47,42 
os  '» @. « > ae 9,82 3,36 9,64 19,37 50,70 


Vierte Periode. 
Starke Ersatzperiode. 

Wie schon kurz erwahnt, sollte in dieser Periode noch das verdauliche 
EiweiB der gesamten Hafergabe, von einem Fiinftel der Heuration und 
der knappen Hialfte der Weizenschalen durch Ammoniumbicarbonat ersetzt 
werden. Dies wurde indessen nicht nach Wunsch erreicht, da die erforderliche 
organische Saéure im Futter trotz der Beifiitterung von enteiweiBten, sauren 
Molken nicht ausreichte, so erhebliche Mengen von Ammoniumbicarbonat 
zu binden. Durch Fortnahme der genannten Futtermittel aus der Ration 
der Ersatztiere entstanden Starkewertverluste, die durch Kartoffelmeh! 
ausgeglichen wurden. 


1 Die folgenden Tabellen iiber tagliche Lebendgewichte, Milchmengen. 
Milchzusammensetzung fielen Raummangels halber fort. 
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52,61°, des verdaulichen Eiweibes der gesamten Ration wurden 
durch Ammoniumbicarbonat ersetzt, wenn man die Berechnung von 
S. 375, FuBnote 1, auch hier in Anwendung bringt; gegeniiber der 
dritten Periode hat eine Steigerung der Ammoniumbicarbonatgabe 
um nur 7°, stattgefunden. Ein weiterer Ersatz iiber diese 7°, war 
nicht méglich, weil durch die ganze Art des Ersatzes dem Versuch eine 
Grenze gesetzt war. Es konnte eben immer nur soviel verdauliches 
Eiweib ersetzt werden, als freie Milchsdéure oder ahnliche Sauren vor- 
handen waren. 


Das durch freie Saéuren bedingte Fassungsvermégen der 3000 g sauren 
Zuckerriibenschnitzel fiir Ammoniumbicarbonat war bereits in der voran- 
gegangenen Periode erschépft, daher wurden saure Molken, die ja auch 
freie Milchséure enthalten, herangezogen; doch wurde damit bei weitem 
nicht soviel freie Saure in die Futterration gebracht, als zu einem Ersatz 
von etwa 75% des verdaulichen Eiweifies der Ration erforderlich gewesen 
ware. 

Die Ersatztiere fraBen auch diese Futterzusammensetzung restlos 
auf, nur gilt fiir Ziege Nr. 4 das auf S. 359 bzw. 375 Gesagte. 


Am 17. August erkrankte plétzlich Ziege Nr. 2 — Grundfutter- 
tier —, ohne daB dafiir irgendein Grund angegeben werden kann, und 
wurde erst gegen Ende der fiinften Periode wieder soweit gesund, dab 
man ihre Milch genieBen konnte, allerdings stand die Milchmenge nach 
der Krankheit in keinem der fallenden Lactation entsprechendem 


Verhaltnis, was auf das eintretende gainzliche Unvermégen der rechten 
Euterhalfte, Milch zu erzeugen, zuriickzufiihren ist. Im folgenden 
besteht deshalb die Gruppe der Grundfuttertiere nur aus drei Tieren. 
Um entsprechende Vergleichsméglichkeiten zu schaffen, wurden die 
vorhergehenden Perioden entsprechend umgerechnet (vgl. Ta- 
belle XXXIV). 


Wie aus Tabelle X XXIII hervorgeht, erhielten die Grundfuttertiere 
242.4 g verdauliches EiweiB und 1059,3 g Starkewert oder, bezogen auf 
1000 kg Lebendgewicht, 5,27 kg verdauliches EiweiB und 23,03 kg Starke- 
wert, die Ersatztiere 93,6 g verdauliches Eiwei8 und 1174,0 g Starkewert 
oder 2,27 kg verdauliches FiweiB und 28,43kg Starkewert, bezogen auf 
1000 kg Lebendgewicht. Die Futterration der Grundfuttertiere ist dieselbe 
geblieben wie in der dritten Periode, sie ist nur auf Grund der gesunkenen 
Lebendgewichte je 1000 kg Lebendgewicht etwas gestiegen. 

Die Ersatztiere erhielten in dieser Periode 61,4°., verdauliches 
EiweiB weniger, aber 10,8 °,, Starkewert mehr als die Grundfuttertiere, 
wenn man die Ammoniumbicarbonatgabe unberiicksichtigt laBt. 

Die Griinde dieser Unterschiede in der Futterzusammensetzung wurden 
schon des 6fteren erwihnt, sie werden in dieser Periode noch durch den 
geringeren Stickstoffgehalt des seit dieser Periode zur Verfiitterung ge- 


langenden Ammoniumbicarbonatsalzes erhéht, infolgedessen ist auch die 
Differenz an verdaulichem Rohprotein noch gréBer als in den beiden voran- 
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gegangenen Perioden, sie betragt in dieser Periode 50,6 ¢* zugunsten de1 
Grundfuttertiere. 

Nach einer elftagigen Ubergangzeit wurde mit der 15 Tage dauernden, 
Bilanz begonnen; die Ertrige sind in der folgenden Tabelle zusammen 
gestellt, die insofern etwas von der friiheren abweicht, als die nur aus dre 
Grundfuttertieren errechneten Durchschnittwerte der vorangegangenel 
Perioden den schon bekannten Durchschnitten der Ersatztiere gegentibe: 
gestellt und die sich daraus ergebenden Abweichungen mit angefiihrt sind 


Wirkung des Futters auf die Tiere und ihre Leistungen. 

Die Lebendgewichte sind bei den Ersatztieren starker zuriick- 
gegangen als bei den Grundfuttertieren, tiberhaupt ist der Riickgang 
des Lebendgewichtes der Grundfuttertiere nur ein scheinbarer, weil 
in Tabelle XXXIV nur die 15 Bilanztage beriicksichtigt werden, 
betrachtet man aber die ganze vierte Periode, dann ist auch in dieser 
Periode eine ganz erhebliche Gewichtsvermehrung festzustellen, aller 
dings nur bei den Grundfuttertieren, bei den Ersatztieren ging das 
Lebendgewicht tatsichlich zuriick, was zum Teil an der geringeren 
Masse des Futters liegt, zum Teil aber vielleicht auch durch die an Eiweil 
sehr knappe Futterration bedingt ist. 

Die Milchmenge ist in beiden Gruppen erheblich gesunken, was 
aber mit der allmahlich fortschreitenden Lactation und der damit 
verbundenen geringeren Leistungsfahigkeit in der Milchproduktion 
aller Milchtiere iiberhaupt, wie auch der in diesem Versuch verwendeten, 
in Zusammenhang steht. Die Abnahme der Milchmenge betragt bei 
den Grundfuttertieren 13,1°,, bei den Ersatztieren 21,5°., gegeniiber 
der ersten Periode. 

Tabelle XXXV. 








Lebendgewicht Milchmenge Fettgehalt 
: kg Mg 1 N 
Ziege Nr.1l. ... — 0,18 — 582,1 — 6,65 
Grund- } i eg eae krank 
futtertiere | ‘ ae Vee + 0,22 | — 1303 + 2,38 
" a gig ik — 1,14 — 113.5 — 6,38 
‘ me eee — 0,83 — 377,6 — 12,86 
Ersatz- { ie Seen — 2,44 — 476,2 — 23,70 
tiere | . i ae —1,17 — 171,5 — 8,07 
e — oe — 1,79 — 651.6 — 20,05 
*- 
Grundfuttertiere Ersatztiere 
£ £ 
Verdauliches Eiweib. . . 242,38 93.57 
eS rare 2 29,97 128,19 
272,35 221,76 
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Betrachtet man die Einzelzahlen in Tabelle XXXV, so macht 
sich jetzt auch bei Ziege Nr. 5 starke Abnahme in der Milchproduktion 
geltend, was in der Vorperiode noch nicht beobachtet wurde, wohl 
aber bei Ziege Nr. 4 und 8 (vgl. 8S. 377). Jedoch ist diese starke Ab- 
nahme nicht allein der Lactation und ihrem Einflu8 zuzuschreiben, 
sondern wohl auch der Futterration der Ersatztiere. Legt man den 
Gehalt der Ration an verdaulichem Rohprotein, welchen die Grund- 
futtertiere erhielten, auch fiir die Ersatztiere zugrunde, dann haben 
letztere 50,6 g verdauliches Rohprotein weniger erhalten als die ersteren, 
wenn man mit dem Ammoniumbicarbonat so verfahrt, wie auf S. 375, 
FuBnote 1, ausfiihrlich angegeben wurde. 

Mit dieser Menge hiitten nach Kellner etwa 772 g Milch erzeugt werden 
kénnen, wenn geniigend Starkewerte in der Ration enthalten sind, was ja 
der Fall war. Waren die Rationen gleich gewesen, dann wire auch aller 
Wahrscheinlichkeit nach die Milchmenge der Frsatztiere nicht so stark 
gesunken. 

Die Verringerung ist meines Erachtens hinlanglich erklart und 
braucht keinesfalls der Verfiitterung des doppeltkohlensauren Ammo- 
niaks zur Last gelegt zu werden. 

Die Trockensubstanz der Milch ist prozentual bei den Grundfutter- 
tieren gestiegen, bei den Ersatztieren dagegen noch etwas gesunken. 
In dieser Periode kommen neben den sauren Zuckerriibenschnitzeln 
mit ihrem recht niedrigen Trockensubstanzgehalt, der jedoch beide 
Gruppen gleich stark beeinfluBt, noch die sauren Molken als Futter- 
mittel zu der Ration der Ersatztiere hinzu, die auch nur einen sehr 
geringen Trockensubstanzgehalt haben und dadurch wohl auch zur 
Verringerung der Trockensubstanz der Milch dieser Tiere _ bei- 
getragen haben diirften. Die Gesamtmengen der Trockensubstanz 
und auch des Fettes bei den Ersatztieren stehen mit der geringeren 
Milchmenge dieser Tiere in Zusammenhang. 

Die Fettprozente der Milch sind bei den Ersatztieren in dieser 
Periode gesunken, und zwar um 0,6°,, gegeniiber der vorigen, die Reiz- 
wirkung des Amidfutters konnte hier nicht mehr in Erscheinung treten, 
vielleicht weil die Futterration zu arm an Rohfett ist; besonders stark 
scheint der Ausfall des Fettes der Hafergabe sich bemerkbar zu machen. 

Die Stickstoffprozente der Milch haben sich bei den Ersatztieren 
wiederum etwas verringert, jedoch nur unwesentlich mehr als bei 
den Grundfuttertieren; ob diese ja schon in den letzten Perioden fest- 
gestellte Erscheinung doch als Folge der Verfiitterung des Ammonium- 
bicarbonats anzusprechen ist, wird mit Sicherheit erst in der folgenden 
Grundfutterperiode festgestellt werden kénnen. 

Die Fetttrockensubstanz bringt die eben besprochenen Tatsachen 
von Trockensubstanz und Fett vereinigt zum Ausdruck. Da sich der 
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Unterschied in den Fettprozenten vergréBert hat und auch die Differen: 
in der prozentischen Trockensubstanz gegeniiber der dritten Period: 
gréBer geworden ist, so erscheint es erklirlich, daB bei Berechnung 
der Fetttrockensubstanz die Ersatztiere ganz erheblich hinter de: 
anderen Gruppe zuriickbleiben. 


Tabelle XXXVI. 





a Ls gui 4 >s€) & 
ee £2 Oe 42 Oe ee Be ee er 
Bs | fei <= | &&\ es | e138) 4) | ms 

= of | 6 = = 
9/6 OF %, o %p 0/9 %p 5 Oo 0), 
Ziege Nr.1 86,88 13,12 0,93 12,19 0,56 3,50 2,95 0,55 3,39 5,30 
» 3 85,83 1417 | 082 13,35 0,67 4,19 3,66 0,53 4,49 4,67 
e 88,52 11,48 0,90 10,58 045 2,81 230 0,51 2,61 5,16 
es » o 89,71 10,29 | 0,87 942 0,39 244 216 0,28 2,26 4,72 
# a 88,57 11,43 0,80 1063 044 2,75 2,43 0,382 3,07 4,81 
| ee 88,30 11,70 0,75 10,95 0,42 263 2,32 031 3,08 5,24 
ig » 8 89,23 10,77 080 9,97 045 281 263 0,18 2,50 4,66 


Tabelle XXXVI zeigt die prozentische Zusammensetzung der Milch 
Ziege Nr. 2 wurde wahrend der Periode krank und deshalb nicht mit an 
gefiihrt. Mit Ausnahme von Ziege Nr. 5 ist iiberall ein Ansteigen der 
Trockensubstanz und damit auch des Gehalts an Milchzucker festzustellen : 


auch der Aschengehalt ist etwas gestiegen; merkwiirdig verhalten sich die 


Anteile an Amiden bei den einzelnen Tieren; wahrend bis zur dritten Periode 


die Ersatztiere durchschnittlich mehr Amide in der Milch hatten als die Tiere 


der anderen Gruppe, ist jetzt der umgekehrte Fall eingetreten. Die Ab- 
nahme des Amidgehalts in der Milch der Ersatztiere ist vielleicht in der 
schon angedeutetén, langsamen Gewinnung der Fahigkeit seitens des 
Organismus, solche Stoffe vollkommen als Bausteine zu benutzen, dann in 
der geringeren Zufuhr stickstoffhaltiger Stoffe itberhaupt bedingt, welche 
den Organismus zwingt, die vorhandenen EiweiSbausteine bestmdéglichst 
auszunutzen. Freilich mag es zweifelhaft erscheinen, ob man iiberhau)' 
bei den dazu nicht ausreichenden Unterlagen die Frage des Amidgehalt- 
in der Milch mit Erfolg besprechen kann, zumal die Ergebnisse nicht gleich 
sinnig liegen. Die Zunahme der Amide in der Milch der Grundfuttertiere 
kénnte ich nur durch dieselbe Ursache erklaren. Man muS dann annehmen. 
daB sich hier die Anpassung viel langsamer vollzieht, weil die Amidmenge 
des Futters dieser Gruppe nur durch die gréB8ere Zuckerriibenschnitzelgabe. 
allerdings schon in der dritten Periode, erhéht wurde und diese wieder ei! 
nur geringer Prozentsatz der iibrigen. stickstoffhaltigen Stoffe ist. 


Wirkung auf den Stoffwechsel. 


Tabelle XXXVII veranschaulicht die Frisch- und Trockenkotmenge! 
wihrend der Bilanztage der vierten Periode. Die Kottrockensubstanz 
hat sich bei den Grundfuttertieren gegeniiber der dritten Periode ni 
unwesentlich verandert, die der Ersatztiere ist dagegen weiter zuriick 
gegangen, was ja in dieser Gruppe bei Verfiitterung der sauren Molken 
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Tabelle XXXVII. 





Grundfuttertiere Ersatztiere 





; " Ziege Nr. 1 Ziege Nr.6 q Ziege Nr.7 Ziege Nr. - 
frisch troeken frisch  trocken frisch  trocken frisch  trocken 
£ 4 o £ £ £ £ u 


2159 =9746,60 1925 699,07 2210 580,04 | 2330 588,22 
2214 =657,20 1675 588,83 2245 688,15 2185 576,78 
2374 662,73 1885 667,19 2200 597,71 2085 565,64 
2040 647,76 1615 573,00 2070 558,34 1845 535,09 
2389 = 637,00 1810 =—-575,00 2620) 3=— 623,27 2190 ~=—- 557,99 
2414 = 700,20 1700 =, 609,13 2290 | 613,62 2180 543,74 
2460 676,67 1825 | 631,34 2180 | 566,86 2180 570,77 
2389 622,90 1880 | 669,72 | 2270 | 550,50 1980 523,46 
2464 683,58 1500 | 586,53 | 2100 | 535,06 1960 516,26 
2802 = 708,14 1928 | 675,69 2620 | 627,80 | 1915 | 531,84 
2109 =579,94 1545 | 563,56 2200 | 471,57 1995 | 416,77 
2214 = =659,93 1810 633,00 2210 617,76 | 2070 554,34 
2116 | 646,00 1740 592,40 2305 605,90 2280 582,20 
2194 667,70 1875 647,62 2290 616,06 23820 604,13 
2349 = =751,28 1870 617,74 2160 569,56 1885 487,81 


Mittel: | 2312,5 | 669,84 | 2039,0 621,99 2264.6 588,15 | 2092.0 543,67 





Tabelle XXXVIII. 





‘ 
; 


len: i 

die Ziege Nr. 1 Ziege Nr.6 Ziege Nr.7 Nr.8 

ode Menge Menge ; Menge : 
jere %9 g %Jo g ) g “i 
Ab- — : 
der Trockensubstanz. . . 92,76 621,34 93,49 581,50 93,06 547,33 90,68 493,00 i 
des BH Asche... .. . . 18,41 123,32 18,93/ 117,74 17,46 102,69 13,63 74,10 
n in Organische Substanz . 74,35 498,03 74,56 463,76 75,60 64 77,05 418,90 i 
iche Gesamt-N ..... 1,98 13,26) 1,99) 12,38 2,19 ‘ 2,20 11,96 4 
chst Rohprotein 12,39 82,99 12,46) 77,50 13,71 13,75 = =74,75 : 
uy)t Verd. Rohprotein . . 4,11 27,53 3,88) 2413 5,74 5,12 27,84 

alts Reinprotein. . . . . 11,66 78,10/12,01! 74,70 12,71 75 12,67 68,88 

ich SEG. 5 5 Pty tg 0,73 4,89 0,45 2,80 1,00 5, 1,08 5,87 

“a Rohfett ..... . 8,66) 24,52 3.28! 2040 2.65 267 14,52 

=e Rohfaser. . . . . . 25,18 168,67 25,85 160,78 21,92 . 22,38 121,67 

nen. N-freie Extraktstoffe. | 33,12 221,85 32,97 | 205,07 37,32 9,50 38,25 207,95 

ange 


abe. 
el 


nicht anders zu erwarten war. Die Abnahme an Trockensubstanz machte 
sich auch auBerlich bemerkbar, und zwar dadurch, daB der Frischkot seine 
typische Form von Kiigelchen einbiiBte und dafiir mehr als eine breiige 
Masse ausgeschieden wurde. In Prozenten des Frischkotes belief sich die 
Trockensubstanz auf folgende Werte: 
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Verdant . 


Verdauungskveftizient . 
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Der lufttrockene Kot hatte die Zusammensetzung, wie sie in 
belle XX XVIII angegeben ist. 

Betrachtet man die Verdauungskoeffizienten in Tabelle XX XIX, 
so kommt man zu der Uberzeugung, daB8 in beiden Gruppen eine 
Steigerung der Verdauungskoeffizienten noch tiber die der zweiten 
Periode stattgefunden hat mit Ausnahme des Rohfettes, welches von 
allen vier Tieren unerklarlicherweise schlechter verdaut wurde. Sonst 
sind die Verhaltnisse dieselben wie in der dritten Periode geblieben, 
und ich schreibe deshalb die allgemeine Erhéhung der Verdauungs- 
koeffizienten der allmahlich eingetretenen Fahigkeit der Darmwande 
zu, aus gréBeren Futtermassen auch so vollstindig alle resorbierbaren 
Nahrstoffe dem Organismus zur Verfiigung zu stellen, wie aus kleineren, 
was ja auch durch die geringere Frischkotmasse gegentiber der dritten 
Periode zum Ausdruck kommt. Ob der etwas niedriger liegende Ver- 
dauungskoeffizient fiir Amidsubstanz bei den Ersatztieren auf eine 
nicht mehr so gute Verwertung des Ammoniumbicarbonats schlieBen 
laBt, kann erst mit Sicherheit gesagt werden, wenn auch der prozentische 
Anteil der verfiigbaren Stickstoffmenge in der Milch im Vergleich mit 
der vorigen Periode gesunken ist. 


Tabelle XL. 





Roh-  Roh- Rein- Stirke-| Kiweif- 
eiweifi wert | yverhalt- 


nis 


Amide 


N-freie 
ertrag Rohfett —— faser protein 


Nr. kg kg kg kg kg kg kg kg kg 


Ziege Gewicht Milch- 


48,299 33,21 , 16,23 6,24 5, BF 67 25,54 1:4,69 
46,698 45,73 || 0, 17,18 6,64 £ { 92 26,24 1:4,73 
36,633 57,39) 0, 26,89 646 5, 3% 80 | 38,47 1:6,85 
43,142 39,52 | 0, 23,10 565 4 ’ 67 | 29,05 1:6,76 


Tabelle XL zeigt den Gehalt an Starkewerten, die sich aus den ver- 
dauten Nahrstoffen ergeben, bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht. Das 
EiweiB8verhaltnis ist bei den Ersatztieren wieder etwas weiter geworden 
als bei den Grundfuttertieren, bei denen es iibrigens auch gegeniiber der 
vorigen Periode etwas erweitert ist. Auf Grund der Futterzusammen- 
setzung war nichts anderes zu erwarten. Die Milchertrage der Grundfutter- 
tiere sind ebenso hoch wie die von Ziege Nr. 8, nimmt man jedoch das 
Mittel der Ersatztiere und stellt es dem Durchschnitt der beiden anderen 
Tiere gegeniiber, dann haben die Ersatztiere gegeniiber der vorigen Periode 
nur 1 kg Milch weniger produziert als die Grundfuttertiere. 


Nach Tabelle X LI ist die Harnmenge in beiden Gruppen gestiegen ; 
der Stickstoffgehalt ist bei den Grundfuttertieren wenig vermehrt, 
bei den Ersatztieren dagegen um 3,56 g, das sind 22,6°., gegeniiber der 
vorigen Periode, gesunken. Die geringere EiweiBernihrung der Ersatz- 
tiere in dieser Periode macht sich auch in einer verringerten Stickstoff- 
ausscheidung bemerkbar. 
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Wir sehen einen engen Zusammenhang zwischen EiweiBzufuhr und 
Harnausscheidung, denn wenn die Zufuhr stickstoffhaltiger Stoffe ver 
ringert wird, geht der Organismus sparsamer mit der vorhandenen Meng: 
um, er spaltet nicht soviel EiweiBk6érper, um zu stickstofffreien organischen 
K6rpern zu gelangen, wie er es bei reichlicher EiweiBernahrung tut, sondern 
deckt jetzt seinen diesbeziiglichen Bedarf soweit als méglich unmittelba: 
aus solchen Stoffen im Futter, so da die im Harn auftretende Stickstoft 
menge geringer wird. 

Die Stickstoffbilanzen dieser Periode veranschaulicht Tabelle X LUI ; 
sie sind positiv, was bei den Grundfuttertieren nach der Lebend- 
gewichtsvermehrung einerseits und den Erfahrungen der  voran- 
gegangenen Bilanzen andererseits nicht iiberrascht; denn die Ver- 
haltnisse von wirklicher Lebendgewichtszunahme zu_ errechnete! 
haben sich nicht nennenswert verindert, wenn man das abnorme 
Verhaltnis von Ziege Nr.6 in der zweiten Bilanz unberiicksichtigt 
laBt (vgl. 8. 385). 


Tabelle XLI. 











Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 8 
| Harn- N- Harn- N- Harn- N- Harn- N- 
|| menge Menge menge Menge menge Menge menge Menge 
1928 


| & g ae ee 4 g & g 


21.VII. | 5000 21,40 4700 2234 3800 15,28 4000 14,81 
22. VIII. || 5270) 17,87 | 5250 | 2563 3700 16,93 | 4300 = 17,87 
23. VIII. || 5625 2022 53875 | 2539 3750 17,16 4100 17,87 
24. VIII. | 5250 23,75 5000 23,75 4000 16,46 | 3850 17,16 
25. VII. | 5000 18,57 | 5875 2469 3200 14,34 | 4000 16,02 
26.VIIT. | 4400 19,28 | 5000 2586 3500 16,93 | 4475 16,09 
27. VIII. | 5009 =19,51 | 4800 2492 3300 1340 | 4000 13,64 
28. VIII. 5375 2046 5680 2445 3550 1481 4100 15,28 
29. VIIl. 5255 2057 4770 2435 38700 15,37 4500 15,37 
30. VIII. | 4800 19,62 | 5300 25,77 3625 1489 4875 16,31 
81.VIIL. 5300 1844 5400 20,09 3250 14,89 4000 15,37 

1. IX. 4875 18,68 | 4625 22,22 3625 15,13 4450 16,31 

2. IX. | 4650 20,33 5000 21,04 3875 16,08 4000 15,37 

3. IX. | 5250 22,93 | 5125 2293 | 4350 1631 4000 15,60 

4. IX. | 6125 2317 | 4250 2246 | 3700 1442 4500 16,09 


Mittel: 5145 2032 5043 23.73 | 3661! 15.50  4210| 15,93 


Anders liegen die Verhaltnisse bei den Ersatztieren. In den beiden 
vorangegangenen Bilanzen waren keine auffallenden Unterschiede in 
den eben erwahnten Verhaltnissen zu bemerken, in dieser Periode 
ist aber eine tatsachliche K6rpergewichtsverringerung eingetreten, 
obwohl die Bilanz dieser Tiere eine positive geblieben war. Was geschah 
mit dem Stickstoff, der im Kérper verblieb, aber nicht als Ansatz in 
Erscheinung trat, und nicht Verlust beim Harnauffangen war ' 
(S. 372.) 
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Tabelle XLII. 





Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 8 
£ g g g 
Stickstoff im Futter. . | 53,36 53,36 42.84 42.84 
Davon Amide bzw. 


Ammoniak*. .. . 30 128 g 
Stickstoff im Kote . . | 13,26 12,38 12,88 11,96 


Verdemt. . iw. ss 1 OM 40,98 29,96 30,88 


ee aS Se 20,32 23,73 15,50 
In der Mileh. . ... 8,97 8,97 8,92 
Ameats?. .... ~~ |} +4 10,81 + 8.28 + 5,38 
kKorpergewichts- 
vermehrung je Tag: 
Errechnete .... 281,96 215,96 | 140,30 189,87 
Tatsachliche..- . 71,15 63,85 | — 13,08 — 43,08 


* Nicht Amid- oder Ammoniakstickstoff. 


Meines Erachtens sind diese 5,4 bzw. 7,3 g Stickstoff im Ver- 
dauungskanal zum Teil umgewandelt und insgesamt in den Nihrstoff- 
kreislauf ibernommen worden, wurden aber weder zur Milch- noch zur 
Fleischbildung verwertet, sondern verblieben in den K6rpersiften, 
ohne in kérpereigenes bzw. OrganeiweiB iiberzugehen. Es kann auch 
die Umwandlung von Futterstickstoff in unverdauliches Bakterien- 
eiweif vor sich gegangen sein, da der Kotstickstoff bei beiden Gruppen 
ungefahr der gleiche ist, obwohl im Futter etwa 10 g Stickstoff, ent- 
sprechend 62,5 g EiweiB, weniger waren. 


Tabelle XLIII. 





Zur Lebens- Fiir die In der Milech 
erhaltung Milch in °J9 der 
erforderlich verfiigbar verfiigbaren 

Menge 


7 In der | Im Kdérper 
Verdaut Milch angesetzt 

g g g g g 
Ziege Nr. 1 40,10 8,97 10,81 10,11 19,18 46,77 % 
= ae 40,98 8,97 8,28 9,87 22.83 39,29 Y, 
é aa 29,96 8,92 5.38 8.40 16,18 55,13 % 
» 8 30,88 7,67 7,28 9,37 14,23 53,90 % 


os 


Tabelle XLIII zeigt deutlich, daB trotz abnehmender Lactation 
und trotz verringerter EiweiBzufuhr im Futter die Ersatztiere den zur 
Milchbildung verfiigbaren Stickstoff besser verwertet haben als die 
Grundfuttertiere, und zwar wird diese Besserung um so gréber, je 
starker die Stickstoffzufuhr in Form von Ammoniumbicarbonat war, 
die Ausnutzung des Stickstoffs ist also in der vierten Periode am 
starksten, was aus einem Vergleich mit den Tabellen XIX und XXXII 
hervorgeht?. 


1 Die folgenden Tabellen sind wie die fritheren fortgelassen. 
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Fiinfte Periode. 


Grund futter periode. 


Diese Periode entsprach im wesentlichen der Futterzusammensetzung 
wahrend der ersten Periode; alle Tiere erhielten das gleiche Futter, nui 
verschieben sich die Nahrstoffmengen etwas wegen der verschiedenen 
Zusammensetzung der Weizenschalen Il und des Wiesenheus LI gegeniiber 
den in der ersten Periode verabfolgten Weizenschalen I und Wiesenheu I. 
Das Futter hatte folgende Zusammensetzung fiir beide Gruppen: 


Tabelle XLIV. 





Trocken- Organische Roh- 


Futtermittel substanz Asche Substanz Gesamt-N protein 
g g g g g 

200 g Weizenschalen II 172,40 10,88 161,52 4,16 26,00 
200 g Kartoffelflocken 176,88 8,34 168,54 1,94 12,08 
250 g ErdnuBkuchen 233,10 15,98 217,13 21,50 134,45 
250 g Hafer; 25gSalze | 215,75 33,00 207,75 3,95 24,68 
1500 g saure Schnitzel 193,50 18,60 174,90 4,20 26,40 
1000 g Wiesenheu IT 920,40 78,80 841,60 13,90 86,90 


Summe: | 1912,03 165,60 1771,44 49,65 310,51 





Rein- : eae ea N-freie Verdaul. 
Futtermittel eiweib Amide Rohfett | Rohfaser Extraktstoffe Kiw eib 

— £ £ £ £ £ 
200g WeizenschalenII 23,90 2,10 8,12 | 21,74) 105,66 17,76 
200 g Kartoffelflocken 5,82 6,26 0,56 5,20} 150,77 4,50 
250 g ErdnuBSkuchen 133,30 1,15 2,20 9,18 | 71,30 126,65 
250 g Hafer;25gSalze 23,05 1,63 | 10,30 | 33,58 139,20 18,93 
1500 g saure Schnitzel 22.80 3,60 8.85 67,20 72,45 13,80 
1000 g Wiesenheu II 72,90 14,00 | 30,80 271,30 452,60 43,00 
Summe: 281,77 28,74 60,83 408,20 991,91 224,64 


Die Tiere erhielten je Tag und Kopf 224,6 g verdauliches Eiwei8 und 
981,7 g Starkewert oder die Grundfuttertiere, bezogen auf 1000 kg Lebend- 
gewicht, 4,93 kg verdauliches EiweiB und 21,56 kg Starkewert und die 
Ersatztiere 5,38 kg verdauliches Eiweif und 23,52kg Starkewert. Die 
geringen Unterschiede im Gehalt der Futterrationen sind durch die 
niedrigeren Lebendgewichte der Ersatztiere gegeniiber der anderen Gruppe 
bedingt. Die Tiere fraBen alles restlos auf, doch gewéhnten sich die Ersatz- 
tiere nur sehr langsam wieder an die ErdnuSkuchen enthaltende Ration. 
deshalb wurden auch hier 10 Tage als Ubergangszeit betrachtet und daran 
erst eine kurze fiinftégige Bilanz angeschlossen. 


Wirkung des Futters auf die Tiere und ihre Leistungen. 


Tabelle XLV stellt die Ergebnisse der beiden Gruppen wahrend de: 
Bilanztage zusammen. 


und 


das | 


nicht 
groB 
Erwi 
gescl 
der } 


vor § 


Zies 


Durch 


Zieg 


Durch 


oder 
Durchs¢ 
Grund 


A 
worde 
ersten 
geschi 

FE: 
Milehn 
aber zi 

D 
Grund 
Fortfa 

duellet 
E 
Ersatz 
beruhe 
Erdnu 
Bioe 





und 
nd- 
die 
Die 
die 
ippe 
atz- 
ion. 
aran 


Ammoniumbicarbonat als EiweiBersatz usw. 399 


Die Lebendgewichte sind in dieser Periode wieder angestiegen, 
und zwar konnten die Ersatztiere beinahe das Gewicht erreichen, 
das sie in der dritten Periode hatten. 

Die Milchmenge ist nur wegen des rascheren Abfalls bei Ziege Nr. 8 
nicht ganz gleichmaBig gesunken: deshalb ist die Differenz noch etwas 
gréBer als in der dritten Periode. Es ist anzunehmen, wie dies schon 
Erwahnung fand, daB Ziege Nr. 8 in der Lactation schon weiter fort- 
geschritten ist als die anderen Tiere, und daB deshalb die Abnahme 
der Milchmenge bei diesem Tier im Vergleich mit den anderen schneller 
vor sich geht. 

Tabelle XLV. 





Trocken- 
Lebend- | Milch- substanz 
gewicht menge 


Stickstoft 


Menge . . Menge 
g £ ; . g 


Grundfuttertiere. 
Ziege Nr. 1 1559.2 13,46 209.85 3,86 60,18 0,56 8,76 
3 2 1424.8 15,00213,76 529 75.41 0,72 10.28 
e . 6 1953.4 12,08 235.98) 3.48 68,00 047 9,24 
Durchschnitt: 1645.8 13,51 219,86 4,21 67,86 058 943 

Ersatztiere. 

Ziege Nr. 1635,8 12,09 197,77 | 3,06 55,08 048 7,93 
a = 1873.6 11,32'212,07| 3,24 60,72 0,42 7,81 
» é 2037,6 12,57 256,03 2,65 54,02 046 940 
" z 1823,8 12,07 220.21 3,10 56,57 O48 8,84 
Durchschnitt : 1842.7 12,01 221.52 3,01 5660 046 850 


o a 


oder — als der | 
Durchsehnitt der 
Grundfattertiere 


3,79 + 196,9 —0,59 + 1,66 —1,29 —11.26 -0,12 — 0,93 

Allgemein betrachtet, ist der Trockensubstanzgehalt gréBer ge- 
worden, die Differenz ist zugunsten der Ersatztiere gréBer als in der 
ersten Periode, ein Beweis dafiir, daB die wahrscheinlich weiter fort- 
geschrittene Lactation der Ziege Nr. 8 auch hier zum Ausdruck kommt. 

E's ist ja eine bekannte Tatsache, da8 mit abnehmender Lactation die 
Milchmenge abnimmt, die prozentischen Anteile an Milchbestandteilen 
aber zunehmen. 


Die Fettprozente sind in beiden Gruppen gestiegen, aber die der 


Grundfuttertiere starker als die der Ersatztiere, vermutlich wegen 
Fortfalls der Reizwirkung durch die Amide und wohl auch aus indivi- 
duellen Ursachen. 

Ebenso scheint der niedrige Stickstoffgehalt der Milch unserer 
Ersatztiere zum gréBeren Teil auf individuellen Besonderheiten zu 
beruhen, denn auch in dieser Periode, in der die Ersatztiere gleichfalls 
ErdnuBkuchen erhielten, bleibt die Differenz immer noch iiber 1.0° , 
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zugunsten der Grundfuttertiere, obwohl bei beiden Gruppen der Gelialt 
der Futterrationen an verdaulichem Eiwei8 nahezu gleich ist. 

DaB die Ermittlung der Fetttrockensubstanz weiter zuungunsten 
der Ersatztiere ausfallt, nimmt nach dem iiber die einzelnen Milch- 
bestandteile Gesagten nicht wunder. 

Leider wurde von dieser und den folgenden Perioden keine Samme! 
milch aufbewahrt, und so ist es auch nicht mdédglich, die Beobachtungen 
iiber die verschiedenen Amidgehalte fortzusetzen, da _  Reineiweil' 
bestimmungen aus praktischen Griinden nur in der Sammelmilch durch 
gefiihrt werden konnten. 


Tabelle XLVI. 





Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 8 








| friseh trocken | frisch trocken  frisch 
8 || s | «e g g & g g 


trocken frisch trocke: 


15. IX. 1534 | 571,43 1280 486.70 1387 523,55 1367 | 570,80 
16. IX. 1464 465,74 1490 (52824 1520 540,55 1530 | 554,17 
17. IX. 1750 585,40 1610 (541,04 1645 558,00 1610 | 588,45 
18. LX. 1945 (747,28 1420 (54869 1610 511,16 1685 | 670,00 
19. IX. 1539 (519.20 1429 (525,70 1610 579,68 1955 | 750,63 


Mittel: | 1646,4 577,81 1440.0 526,07 1554.4 542.59 16294 626,81 


Tabelle XLVII. 





Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 
lg Menge 5 Menge 6), Menge Oi Meng¢ 
£ £ £ L 


Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 8 


Trockensubstanz . . 92,77 536,03 92,64 487,35 92,72 503,09 92.52 579,92 


pO eae ee 16,32, 94,30 16,99 88,91) 16,12 87,47) 15,78 98,91 
Organische Substanz 76,45 441,74 75,74 398.45) 76,60 415,62) 76,74 481.91 
Gesamt-Stickstoff . . 2,93 11,73 2,03 10,68 2,03 11,01) 2,02 12,66 


Rohprotein. . . . . | 12,67) 73,21. 12,71 66,86) 12,71 68,96) 12,60 78.9 
Verd. Rohprotein . . 4,44 25.65 4,74 2494 4,48 24,31 4,02 25,21 


Reinprotein . . . . | 11,66) 67,37 11,97 62,97. 11,57 62,78 11,53 72,27 
eae eee ee 1,01) 584) 0,74 389 1,14) 619) 1,07. 6,71 
Rohfett ....4.. 3,01 17,389 6,21 32,67 4,76 25,83 4,14 25,95 
Rohfaser. . . . 25,27 145,91 25,92 136,36 24.48 132,83) 26,00 162,97 


N-freie Extraktstoffe | 35,50 205,02 30,90 162,56 34,65 188,01. 34.00 213,12 


Wirkung auf den Stoffwechsel. 


Die Tabelle XLVI zeigt, daB bei bedeutend verringerter Frischkot- 
menge der Trockensubstanzgehalt desselben bei allen Tieren auf durch.- 
schnittlich 36,2°, angestiegen ist und damit den Gehalt des Kotes 
der Grundfuttertiere in der zweiten Periode — wo dieser Gruppe an 
nahernd dasselbe gereicht wurde — noch iibersteigt. 





Tabelle XLVIII. 











La A” EBS oN AO 


q'gL r09 : LoL PPL 9 FL CP 8GL € OF FOL ' * yuelZzyyooyssunnepse 4 

6L8LL | SeSr : €0°S3S 0°9'602 €o°1E% 66 9€ EF 06ZI 69°99 IT @sgl oe 

GL EIS 46691 16° 119 LOGL 8682 99ST 1018? 16°86 26'6L¢ eo ee ; joy wy 
‘SAN 95017 


0°18 o'L9 g‘L¢ og SLL SLL Lt PPL * quelzyjooysSuNNEpse A 
06'G08 28°28 | OO'GE | Ge'RZ cc'lte ——r9'88 G'S. — FE'ROFT -% ©) eo 


1O'S8T | Essel 8°93 619 96°89 TOUT L¥'L8 60°09 oe te 
"LAN 95007 


CE'6c8 = PR TL] 918% o8' Fs C9 EFS L688 66 ZLEI 89 FLFl La + 


geZol | gg'oet = L'ee «BB'S 98°99 so'0L | oF'R6g we 5+ Oe eee 
‘9 AN ofer7 


4 
L 
= 
N 
¥ 
= 
z 
z 
> 
fa | 
a 
.o) 
= 
oom 


98 9°99 § OF ¢'98 e's Q8L ¢ 3 Gel " * quelzyjooyssunnepse A 


. 
4 


$62 49 FTL L’6L T9L VOL VOL Tey Veh LEL * quolzyyooysSunnepse A 
68'98L | 62696 PP SP 066% OF FIZ O€' LEZ 66 LE OL6z8T OF TL 0U'96F1 Sy pe ie elt on 


G0 SUZ 16GhT | 6ELT | HE L¢°L19 IS ¢l GLI PLT PP O€ $6 £0989 Ben ee * joy wy 
‘T AN 08007 


16166 UZ 80F g8°09 LLI8% IQ Og C9 6P bP ILLT 09'S9T ¢0°%961 ; ele oulqeuuly 


Ammoniumbicarbonat als E 


a a a a za a a 
8pois 
~}yVlyxy Jasvjqoy yWasyoy epluy GIMUley Uleyordqoy | N-juresos 
@101j-N 


ZuVysquy 
oyostuUsAyy 


zZuvysqus 


Oey -UdyooL], 





TITATN PPQL 








a aia Sasi ane Mh 2 en dic 


PIAL Pcie 


0 AR 








"a aigy 


402 F.-H. Ziemer: 


Der lufttrockene Kot hatte die in Tabelle XLVII angegebene Zu 
sammensetzung; die Kottrockensubstanz in Prozenten des Frischkote- 
betragt be: 


peme mee oe a ew eee 
ne eS Se ee ie A 
oa 2 i er ee i 
- Sverre ew 


Die Verwertung der Nahrstoffe berechnet sich in der in Ta- 
belle XLVIII angegebenen Weise. Die Verdauungskoeffizienten sinc 
bei allen vier Tieren ungefahr gleich hoch; gemeinsam ist ft 
alle auBer Ziege Nr.6 ein geringes Ansteigen, was sicherlich durc| 
das verminderte Volumen der Nahrung bedingt sein wird. Nu 
der Verdauungskoeffizient fiir Rohfett ist bei allen Ziegen aube: 
Ziege Nr. 1 teilweise sogar recht erheblich gesunken, wahrend e1 
bei Ziege Nr. 1 noch etwas anstieg. Dab die Werte fiir Amid. 
substanz bei den Ersatztieren niedriger als in den vorhergehenden 


Perioden liegen, ist bei der Anwesenheit einer reichlichen Menge 


von Ejiwei®stoffen im Futter leicht erklarlich; warum aber auch 
bei den Grundfuttertieren der Verdauungskoeffizient fiir diesen 
Stoff niedriger angesetzt werden mu als in fritheren Perioden, 
ist schwer zu sagen; vielleicnt liegt er aber auch, schon an 
und fiir sich betrachtet, so hoch, da8B sich die Unterschiede még- 
licherweise noch innerhalb der Fehlergrenze befinden. Eine Aus. 
nahme macht Ziege Nr. 8 neben Ziege Nr. 7 und auch neben den 
beiden Grundfuttertieren; bei ihr ist nur die Verwertungsza))! 
fiir Gesamtstickstoff, Roh- oder Reinprotein gestiegen, und in- 
sofern stimmt sie auch mit den anderen Tieren  iiberein, abe: 
sonst sanken die Koeffizienten fiir alle Nahrstoffe gleichmaBig. Ici: 
glaube, da auch hier nur ein giinstigeres Nahrstoffverhaltni- 
die Ursache fiir die nicht so starke Ausnutzung der genannten 
Stoffe ist. 


Der Cehalt an Starkewerten, bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht. 
ist in Tabelle XLIX aus den verdauten Nahrstoffen errechnet. In 
folge der beinahe gleichen Nahrstoffzufuhr im Futter ist das Fiweil)- 
verhaltnis bei allen Tieren gleich. Wahrend die in der vierten Periode 
stark abfallende Milchmenge der Ziege Nr. 8 in der fiinften Period: 
bei engerem EiweiBverhaltnis wieder etwas gesteigert werden konnt: 
und bei Ziege Nr. 7 die geringere Zufuhr von stickstoffhaltigen Stoffe: 
in der vierten Periode nicht so nachteilig auf die Milchmenge ge 
wirkt hat, wie ja bei dem geringeren Lebendgewicht dieser Zieg: 
zu erwarten war, sinkt die Milchmenge der Grundfuttertiere weite: 
langsam, wie es bei fallender Lactation immer beobachtet wird. Ir 
den Milehmengen haben die Ersatztiere ohne Ziege Nr. 7 5 kz 
mit Ziege Nr. 7 aber 10,8 kg Milch mehr erzeugt als die Grund 
futtertiere. 
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Tabelle XLIX. 


N- | 
: freie - . oo 
Ge- Mileh- Roh- Ex- Roh- a amide Rein- St&rke-/|Eiweif- 
wicht ertrag fett trakt- oon i eiweils wert ver- 
stoffe | haltnis 


kg kg kg kg | k kg kg kg kg 


Ziege Nr.1 47,696 32,67 0,91 16,50 ! 4,97 | 0,48 | 4,50 24,93 
» +» 6 46,407 42,09 0,61 17,87 5 5,25 0,54 | 4,71 26,11 
ee 37,780 53,93 0,93 21,28 7,28 6,39 0,60) 5,80 31,80 

‘ 43,022 42,39 0,81 18,10 5, 5,38 0,51 | 4,87 26,50 


Diesen Zahlen steht eine Mehrerzeugung der Ersatztiere im Vergleich 

zur anderen Gruppe von 

12,8kg Milch in der ersten Periode 

* S io o-oo See 

10,0 ,, Se ae 

9,0 ,, 1 as ve CO 

10,8 ,, <> vs SR 
gegeniiber. Die Unterschiede in der Differenz bzw. in der mehrerzeugten 
Milch der Ersatztiere sind sowohl] durch die nicht ganz gleichmaBige 
Ernahrung als auch die verschieden weit fortgeschrittene Lactation 
der einzelnen Tiere bedingt. Eine mehr oder weniger giinstige Wirkung 
der Amidzufuhr laBt sich kaum herauslesen, denn dann hatte der Ersatz 
von 19,4°,, des verdaulichen EiweiBes der Gesamtration durch Ammo- 
niumbicarbonat steigernd auf die Milchbildung, der Ersatz von 45,5", 
ungefahr gleich und der Ersatz von 52,6°, etwas schlechter gewirkt. 
Es ist selbstverstandlich méglich, daB die verschieden starke Zufuhr 
von Amiden auch ganz verschieden auf die Tiere und ihre Leistungen 
wirken kann, aber wabrscheinlicher ist mir unter Beriicksichtigung 
des eben iiber Futterzusammensetzung und Lactation Gesagten, be- 
sonders auch bei Betrachtung der Mehrerzeugung von Milch durch die 
Ersatztiere in der ersten und der fiinften Periode, den beiden Grund- 
futterperioden, daB auch der starkste Ersatz von 52,6°,, des verdau- 


Tabelle L. 





Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 8 





Harn- N- Harn- N- Harn- N- Harn- N- 
menge Menge menge Menge menge Menge menge Menge 


a ~ & ~ ~ £ - 


3700 »§=6.21,86 3000 | 21,15 3200 21,72 f 23,29 

3500 17,72 Verlust| Verlust 3250 21,15 20,86 

38875 21,72 3250 | 2144 3300 20,43 f 20.72 

Cen. 4000 21,58 3000 | 21,86 3000 20,01 19,58 
19. IX. 3625 22.01 2750 | 21,14 8350 21,72 19,72 


Mittel: 3740 20,98 3000 21,39 3220 21,01 3290 20,83 











il hac 
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lichen EiweiBes in der gesamten Futterration durch Ammonium. 
bicarbonat genau so gut zur Milchbildung verwertet wird wie das 
verdauliche Eiwei8 des ErdnuBkuchens. 

Tabelle L gibt Harnmenge und Gesamtstickstoff im Harn an; die 
Harnmengen zeigen keine auffallenden Unterschiede, nur Ziege Nr. |, 
die ja schon in den vorangegangenen Perioden durch gréBere Harn- 
mengen auffiel, hat auch diesmal etwas mehr Harn ausgeschieden als 
die anderen drei Tiere. Der Stickstoffgehalt des Harns ist bei allen 
vier Tieren gleich groB. Tabelle LI zeigt die Stickstoffbilanzen, die 
sich wahrend der 5 Bilanztage ergeben. 


Tabelle LI. 





Ziege Nr. 1 Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 7 i Ziege Nr. 8 
f g g £ g 
Stickstoff im Futter . | 49,65 49,65 49,65 49,65 
Stickstoff im Kote . . 11,73 10,68 11,91 | 12,66 
Verdaut: | 37,92 38,97 38,64 36,99 
eee ee 20,98 21,39 21,01 20,83 
In der Milch .... 8,76 9,24 9,40 8,84 
Ansatz?..... ra hd +812 _ + 8,34 __ + 8,23 + 7,32 
Korpergewichts- 
vermehrung je Tag 
Errechnete .. . 211,78 217,52 214,65 190,91 
Tatsachliche . . . | 80,00 174,00 80,00 122,00 


Die positiven Stickstoffbilanzen finden durch die wahrend der 
ganzen Bilanz festgestellten tiaglichen Gewichtszunahmen ihre Er- 
klarung, nicht aber wahrend der ganzen Periode, weil erst noch die 
letzten Reste des stirker voluminésen Futters der friiheren Perioden 
ausgeschieden werden muBten; auch in dieser Periode ist der mit 
Ansatz bezeichnete Stickstoff nicht ganz durch die Gewichts- 
vermehrung erklirt, wenn auch die Verhaltnisse der tatsachlichen 21 
den errechneten K®érpergewichtsvermehrungen recht giinstige sind 
und bei den einzelnen Tieren gut iibereinstimmen. Vielleicht vermay 
auch der Ammoniumbicarbonatstickstoff nicht so gut wie der Eiweib- 
stickstoff fiir den Ansatz zu wirken. 


Tabelle LIl. 











In de Im Kirpe eet, | Fiir die we. 
Verdaut Mil 4 a  : q h a | Mileh | sq vate 

ich “angeseat | eral, | ertughar | eve 

r g g g " Menge 

=— a T ———————————— Pres) Bs —— aecrses mere: +e Gh —<—<—<—_—— i ‘ 
Ziege Nr.1.. | 37,92 8,76 | 812 | 10,02 | 19,78 44,29 %, 
ere ae 38,97 924 | 8,34 9,84 20,79 | 44,45% 

i a 940 | 8,23 8,58 21,83 | 43.06 % 

» » 8... | 86,99 8,84 7,32 9,35 20,32 48,50 °, 
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Die Ausnutzung des zur Milchbildung verfiigbaren Stickstoffs 
ist, wie aus Tabelle LII zu ersehen ist, allgemein geringer geworden, 
was als Folgeerscheinung der gesunkenen Milchmenge bei gleich reich- 
licher Fiitterung anzusehen ist. Wahrend die Ersatztiere den Amid- 
stickstoff mit jeder steigenden Gabe besser zur Milchbildung verwerteten, 
ist in dieser Periode von den gleichen Tieren der Stickstoff des ErdnuB- 
kuchens schlechter ausgenutzt worden als von den Grundfuttertieren. 

Diese verschieden starke Ausnutzung des Stickstoffs ist sicherlich 
zum Teil durch die verschieden starken Stickstoffrationen bedingt, hat 


man doch festgestellt, daB der Stickstoff bei knapper Zufuhr besser aus- 
genutzt wird als bei reichlicher Verfiitterung. 


Zum Teil macht sich aber héchstwahrscheinlich auch die ver- 
schiedene Form des Stickstoffs bemerkbar, und demnach ist bei Ver- 
fiitterung von Ammoniumbicarbonat eine etwas bessere Verwertung 
des Stickstoffs zur Milchbildung beobachtet worden!. 


Sechste Periode. 


Mittlerer Ersatz als Grundfutterperiode. 


Wie schon erwahnt, sollte noch eine EiweiBentzugsperiode, — ein- 
geschlossen von Perioden mit KiweiBgaben, durchgefiihrt werden. is war 
anzunehmen, daS man nach den ersten fiinf Perioden ein Urteil iiber die 
Wirkung des Ammoniumbicarbonats auf die Milcherzeugung bekommen 
hatte. Deshalb konnte man es wagen, die Futterzusammensetzungen, die 
an die beiden Gruppen in der dritten Periode verfiittert wurden, jetzt 
ohne Nachteil als einschlieBende Grundfutterperioden zu verwenden. Es 
sollte dann in jeder Gruppe zwei Tieren das EiweiB bzw. das Ammonium- 
bicarbonat entzogen werden, wahrend die anderen beiden weiter dieselbe 
Ration erhalten sollten. Infolge dieses Planes sind jetzt vier Gruppen mit 
je zwei Tieren gebildet worden, wie sie mit den naheren Ertragen in Ta- 
belle LIV aufgefiihrt sind. Ich habe iibrigens die Gruppen mit Nummern 
versehen, um damit die Besprechung zu erleichtern. Zunachst sei erst 
noch die Futterration angefiihrt. 

Die erste und zweite Gruppe erhielten 235,0 g verdauliches EiweiB 
und 1055,7 g Starkewert oder, bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht, erhielt 
die erste Gruppe 4,92 kg verdauliches Eiwei8 und 22,09kg Starkewert 
und die zweite Gruppe 5,21 kg verdauliches Eiwei8 und 23,41 kg Starke- 
wert; die dritte und vierte Gruppe erhielten taglich 108,3 g verdauliches 
Eiwei8 und 1057,7 g Starkewert oder, bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht, 
erhielt die dritte Gruppe 2,61 kg verdauliches EiweiB und 25,43 kg Starke- 
wert und die vierte Gruppe 2,70 kg verdauliches Eiwei8 und 26,38 kg Starke- 
wert; dazu kam dann das Ammoniumbicarbonat. 


Da die sechste und die achte Periode lediglich durchgefiihrt wurden, 
um Vergleichswerte fiir die siebente Periode zu bekommen, dauerten die 
beiden einschlieBenden Perioden jedesmal nur 10 Tage, und es wurde 
auch nur Lebendgewicht, Milchmenge und Milchfett der Tiere festgestellt, 


1 Wieder sind hier die groBen Tabellen fortgeblieben. 
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Sumime: 


Ammoniumbicarbonat als EiweiBersatz usw. 


Tabelle LIV. 





Lebend- Milch- Fett 
Futtermittel gewicht menge 
Menge 


kg g g 
1. Gruppe. 
Grundfutter mit Ziege Wr.t . . . . 48,932 1628.1 3,70 65,45 
KrdnuBkuchen " Bos ae 46,719 1912.5 3,28 66.76 
Durchschnitt : 47,821 1770.3 3,49 66.11 
2. Greppe. 
Grundfutter mit | Ziege Nr.2 .... 46,234 =1094,5 2,39 29.69 
Erdnubkuchen | Z Rare 43,888 1423.0 5,49 83.25 
Durchschnitt : 46,23 1094.5 2.39 29.69 
2. Gruppe + oder — als die 1. Gruppe —1,587 — 6758 — 1,10 — 3642 
3. Gruppe. 
Grundfutter mit {| Ziege Nr.7 . . . . 38,409 1975.1 3,44 79,00 
NH,HCO, | m er 44,760 = 1827.6 3,30 62,00 
Durehschnitt: 41,585 1901.4 3.37 70,50 


4. Gruppe. 
Grundfutter mit | Ziege Nr.4 .... 40,100 1555.8 3,37 59.16 
NH,HCOs — | eat ee 47,863 1854,7 4,80 66.59 


s “ 


Durehschnitt : 40,100, 1555.8 3,37 59.16 


4. Gruppe + oder als die 3. Gruppe — 1,485 —3456 +0 — 11,34 


wie aus Tabelle LIV ersichtlich. Dazu ist noch zu bemerken, dai die Durch- 
schnittswerte der zweiten und vierten Gruppe keine wirklichen Durch- 
schnitte der beiden Tiere sind, sondern weil Ziege Nr. 3 und 5 spater 
in der siebenten Periode im Zwangsstall keine ausreichende Nahrung zu 
sich nahmen und sie deshalb auch nicht zu Vergleichen herangezogen 
werden konnten die mittleren Ergebnisse von Ziege Nr. 2 bzw. 4. 

Wenn auch die letzten drei Perioden in keinem direkten Verhaltnis zu 
den vorherigen stehen, so kénnen doch die Leistungen noch kurz ver- 
glichen werden. 

Ziege Nr. 2 war jetzt soweit hergestellt, da sie in den letzten Perioden 
wieder mit verwendet werden konnte. Sie fraB ihr Futter, ohne Reste zuriick - 
zulassen, und auch das Heu wurde wahrend der Nacht, ohne daB Reste 
iibrigblieben, aufgenommen. Die Leistungen der Ziege Nr. 2 blieber freilich 
sehr hinter den friiheren zuriick, weil nur noch ein Strich ihres Euters 
milehend war, der andere, infolge ihrer Erkrankung zusammengeschrumpft, 
zestattete keine Milchnutzung. 


Wirkung des Futters auf die Tiere und ihre Leistungen. 
Die Lebendgewichte sind bei allen Tieren wieder gestiegen, was 
zum groben Teil, wie in der dritten Periode, durch die erhéhte Ver- 
flitterung von sauren Zuckerriibenschnitzeln zu erklaren ist. Die Milch- 
menge ist bei allen Tieren dieselbe geblieben, obwohl eine weitere Ver- 
minderung natirlich und zu erwarten war. 
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Es mu8 hier aber erwaihnt werden, dafi von der sechsten Periode ab 
ein Wechsel im Melkpersonal stattgefunden hat und dadurch das Sinken 
der Milchleistung aufgehalten wurde, was iibrigens spater noch deutlicher 
wird. 

Die Fettprozente sind bei den Ersatztieren. jetzt den Tieren der dritten 
und vierten Gruppe, zum Teil bedeutend gestiegen, wihrend sie bei den 
anderen noch etwas gesunken sind; hier tritt wieder deutlich die Reiz- 
wirkung des verfiitterten Ammoniumbicarbonats hervor. 

Vergleicht man die erste und zweite Gruppe mit der dritten und vierten 
Gruppe, dann beobachtet man ganz dieselben Verhialtnisse wie in der 
dritten Periode, allerdings mu8 man beriicksichtigen, daB Ziege Nr. 2 als 
Folge ihrer friiheren Erkrankung sehr verinderte Leistungen hervorbrachte. 


Siebente Periode. 


EiweiBentzugsperiode. 

Uber den Zweck und die Anordnung der siebenten Periode habe ich 
bereits gesprochen (vgl. S. 358 und 45), so daB ich nur noch auf die Futter- 
tabellen verweise (Tabelle LV). 

In dieser Periode sollte von jeder Gruppe ein Tier 5 Tage lang in den 
Zwangsstall gebracht werden, nach einer Ubergangszeit von 10 Tagen. 
Die Ziegen Nr. 3 und 5 fraBen wahrend der Ubergangstage ihr Futter auf, 
doch seit sie sich im Zwangsstall befanden, fraBen sie nur noch die tagliche 
Heuration, das iibrige Futter lieBen sie unangeriihrt stehen; auch legten 
sie sich nicht nieder, sondern standen die 5 Tage in ihren Kasten. Die fest- 
gestellten Gewichte sind zwar tiberall mit angegeben, doch sollen sie von 
der vergleichenden Betrachtung ausgeschlossen werden, weil die Tiere 
eben hungerten. Fiir den Vergleich der Leistungen soll deshalb jedesmal 
das andere Tier der jeweiligen Gruppe herangezogen werden, und zur 
Beurteilung der Bilanzen kénnen nétigenfalls die Ergebnisse der dritten 
Periode benutzt werden. 

Sehr erschwert, wenn nicht sogar unméglich, wird die Beurteilung 
der Wirkung des EiweiBentzugs durch die bei etlichen Tieren auftretende 
Brunst. Weil bei den einzelnen Ziegen recht verschiedene Beobachtungen 
infolge der Brunst gemacht wurden, halte ich es fiir nétig, eine kurze Dar- 
stellung iiber ihren Verlauf zu geben und dann erst soweit als méglich die 
Wirkung der Fiitterung auf die Milchleistung zu besprechen. 


Einflu8 der Brunst auf die Milchleistung. 


AuBerlich war die Brunst durch eine Reihe bekannter Merkmale zu 
erkennen; die Tiere meckerten, liefen in ihrem Stalle hin und her und fraBen 
nicht mit der sonst gewohnten Gier. Die Wirkung auf die Milch soll bei 
jedem Tiere einzeln besprochen werden. 

Ziege Nr. 1 fiel am 5. Oktober durch groBe Unruhe auf, am 6. Oktober 
stieg die Milchmenge stark an und hielt sich in der folgenden Zeit lange 
auf dieser Héhe, das Lebendgewicht fiel in den beiden Tagen ganz erheblich. 
Der Fettgehalt der Milch sank nur am 5. Oktober um etwa 1%, an den 
folgenden Tagen schwankte er wie gewéhnlich. Proben der Milch wurden 
auch gekocht, wobei die Friih- und Abendmilch am 6. Oktober gerann: 
an den vorhergehenden und folgenden Tagen war kein ungewoéhnliches 
Verhalten beim Kochen festzustellen. Die Ziege wurde am 6. Oktober, 
abends, gedeckt. 


Tabelle LV. 
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Ziege Nr. 6 zeigte seit dem 6. Oktober starke Unruhe, am 7. Oktober 
fiel das Lebendgewicht um nahezu 2 kg, und am 7. und 8. Oktober gerann 
auch diese Milch beim Kochen. Die Milchmenge wurde zunachst durch die 
Brunst nicht beeinfluBt, ebenso auch nicht der Fettgehalt; doch ist das 
Ansteigen der Milchmenge wie auch des Fettgehalts am 10. und 11. Oktober 
sicherlich auch eine, wenn auch wahrscheinlich nur eine sekundare Wirkung 
der Brunst. Das Tier wurde am 7. Oktober, abends, gedeckt. 

Ziege Nr. 8. Ganz bedeutend verringerte sich bei diesem Tiere die 
Milechmenge am 11. und 12. Oktober, wahrend das Lebendgewicht stieg; 
sonst war es nicht unruhiger als gew6dhnlich. Die Milch gerann am 
12. Oktober beim Kochen, spater nicht mehr, der prozentische Fettgehalt 
fiel an den beiden Tagen nur ganz unwesentlich. Die Ziege konnte erst 
am 14. Oktober, abends, gedeckt werden. 

Ziege Nr.7 zeigte nur durch Unruhe und gerétete Scheide an, dal 
auch sie in der Brunstperiode stand, sonst fiel sie in keiner Weise durch 
anderes Verhalten auf, auch blieben Milch und Milchbestandteile inner 
halb der sonstigen Schwankungen. Beim Kochen verhielt sich ihre Milch 
genau so wie sonst; am 15. Oktober, abends, fand das Decken statt. 

Ziege Nr. 4 gab am 16. und 17. Oktober weniger Milch, vermutlich als 
Folge des Eintritts ihrer Brunstperiode. Der Fettgehalt ist gleichzeitig 
etwas gestiegen, die Milch, die an den beiden Tagen gemolken wurde, 
gerann beim Kochen. Die Ziege wurde am 16. Oktober, abends. gedeckt. 

Ziege Nr. 5 hatte am 22. und 23. Oktober weniger Milch als gew6éhnlich, 
der Fettgehalt blieb jedoch innerhalb der iiblichen Schwankung; aut- 
fallend stark, namlich um mehr als 3 kg, sank das Kérpergewicht. An den 
beiden genannten Tagen gerann die Milch beim Kochen, am 23. Oktober, 
abends, hatte sie wieder ihre vorherige Beschaffenheit. Das Tier wurde 
am 23. Oktober gedeckt. 

Von den acht Versuchsziegen waren wahrend der letzten drei 
Perioden also sechs Tiere zeitweise briinstig, davon vier in der siebenten 
und zwei in der achten Periode. Einmal hatten die Tiere zu verschiedenen 
Zeiten die Brunst und erschweren dadurch das Vergleichen der ver- 
schiedenen Fiitterungsweisen, zum anderen sind aber die Wirkungen 
der Brunst auf die Leistungen derart verschieden, ja zum Teil sogar 
einander widersprechend, daB ein genaues Erkennen der Wirkungen 
des EiweiBentzuges auf den Milchertrag fast unméglich scheint. Trotz- 
dem will ich im folgenden versuchen, eine et waige Wirkung festzustellen, 
nur soll noch erwahnt werden, daB die wahrend der Brunst gesteigerte 

. oF + . . > . ° + 
Milchmenge von Ziege Nr.1 bei diesen Uberlegungen nicht in Er- 
scheinung tritt, weil die Brunst vor der Bilanz lag, die zugrundegelegten 
Zahlen sind aber Mittelzahlen aus dem Bilanzabschnitt der siebenten 
Periode. 

Auf Grund von Tabelle LV erhielten die Tiere der ersten Gruppe 
108,3 g verdauliches Eiwei®, und 874,3g Starkewert oder, bezogen aut 
1000 kg Lebendgewicht, 2,24 kg verdauliches EiweiB und 18,07 kg Starke- 
wert, die zweite Gruppe erhielt 235,0 g verdauliches Eiwei8 und 1055,7 g 
Starkewert oder 5,85 kg verdauliches Eiwei8 und 26,26 kg Starkewert. 
die dritte Gruppe erhielt dieselbe Tagesration wie die erste Gruppe oder, 
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bezogen auf l00O kg Lebendgewicht, 2.55 kg verdauliches EiweiS und 
20,63 kg Starkewert, und die vierte Gruppe erhielt 108,3 g verdauliches 
EiweiB und 1057.7 g Starkewert oder 2.69 kg verdauliches EiweiB und 
26,23 kg Starkewert, dafiir aber die Ammoniumbicarbonatzulage, die bei 
der dritten Gruppe jetzt fortfiel. 


Wirkung des Futters auf die Tiere und ihre Leistungen. 

Zunachst soll die erste Gruppe mit der zweiten Gruppe (die Grund- 
futtertiere ohne ErdnuBkuchen mit denen mit ErdnuBkuchen) ver- 
glichen werden. 

Die Lebendgewichte sind in beiden Gruppen noch etwas gestiegen, 
doch ist die Steigerung bei dem Tiere mit ErdnuBkuchen so groB, dab 
es jetzt schwerer ist als die Tiere ohne ErdnuBbkuchen im Mittel, 
wahrend es friiher 1,6 kg leichter war. 

Bei gleicher Fiitterung erzeugte das Tier der zweiten Gruppe 676 ¢ 
Milch weniger als die der ersten Gruppe: als der ersten Gruppe der 
ErdnuBkuchen entzogen wurde, erzeugte dasselbe Tier nur noch 545 g 
Milch weniger als die Tiere der ersten Gruppe: es zeigte sich also eine, 
wenn auch nicht bedeutende Abnahme in der Milchmenge der Grund- 
futtertiere ohne ErdnuBkuchen. 

Weiter unten werden wir sehen, daB die Tiere das Bestreben hatten, 
mdéglichst dieselhe Milchmenge zu erzeugen und da®B sie deshalb K6érper- 
eiweiB abbauten, weil das NahrungseiweiB nicht ausreichte. 

Der Gehalt an Trockensubstanz in der Milch kann zwar nicht 
verglichen werden, und ebenso wenig der Stickstoffgehalt und die 
Fetttrockensubstanzprozente, doch zeigen sich keine auffallende Unter- 
schiede, im Gegenteil ist bei allen Tieren eine langsame Steigerung der 
Nahrstoffe in der Milch zu beobachten, wie es bei fortschreitender 
Lactation immer festgestellt wird. 

Beim Fettgehalt tritt der durch die Brunst von Ziege Nr. 6 erhéhte 
prozentische Fettgehalt deutlich hervor: dadurch wird der Unterschied 
zugunsten der ersten Gruppe gr6éBer, es scheint aber auch die Fiitterung, 
wie sie die erste Gruppe erhielt, an sich eine Erhéhung des Fettgehalts 
zur Folge gehabt zu haben. Der EiweiBentzug hat bei den Tieren der 
ersten Gruppe eine Verringerung der Milchmenge und vielleicht eine 
Steigerung des Milchfettgehalts zur Folge gehabt. 

Nun stehen sich noch die dritte und die vierte Gruppe (die Grund- 
futtertiere ohne Ammoniumbicarbonat und die mit Ammoniumbicarbo 
nat) gegeniiber. 

Die Verhaltnisse der Lebendgewichte liegen hier sehr verworren: 
sie sind namlich bei den Tieren ohne EiweiBersatz durch das Ammoniak- 


salz mehr gestiegen als bei dem Tiere mit Ammoniumbicarbonat. Ich 
kann mir diese Tatsache nur dadurch erklaren, daB das Lebendgewicht 


. + . . . . + . 
von Ziege Nr.7 in dieser Periode in der Ubergangszeit noch etwas 
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anstieg und dann erst in der Bilanz stark abfiel. Auch ist die schwerere 
Ziege Nr. 5 ausgeschaltet, sonst diirfte das Ergebnis anders geworden sein. 


Die Milchmengen sind bei den Tieren ohne Ammoniumbicarbonat 
etwas gesunken, wahrend sie bei den anderen etwas gestiegen sind; 
unter den Tieren, die Grundfutter ohne Ammoniumbicarbonat erhielten, 
befand sich aber auch Ziege Nr. 8, die gerade wahrend der Bilanztage 
in Brunst stand und in diesen Tagen iiber 500 g Milch weniger erzeugte, 
so daB man annehmen kénnte, die starke Verringerung der Milchmenge 
stehe mit der Brunst dieser Ziege in Zusammenhang, nicht aber mit 
dem Entzug von Ammoniumbicarbonat; nun kommt aber noch Ziege 
Nr. 7 in dieser Gruppe hinzu, und bei dieser ist die Milch trotz des 
Entzuges von Ammoniumbicarbonat und trotz fallender Lactation 
gestiegen. Die Milchmenge zeigt sich aber auch etwas bei den Tieren 
der vierten Gruppe erhéht, und deshalb glaube ich, daB sich hier noch 
der schon erwahnte Wechsel im Melkpersonal geltend macht. 


Bis zur fiinften Periode wurde jedes Tier von ein und derselben Person 
gemolken und auch sofort ausgemolken, von der sechsten Periode an bis zum 
Schlu8 des Versuchs wurden die Tiere von einer Alteren Person gemolken 
und dann von mir, jedoch erst nachdem ich den Tieren ihr Futter gegeben 
hatte, ausgemolken. 


Aus diesem Umstande glaube ich, die recht merkwiirdigen Milch- 


mengen erkliren zu kénnen. Bei Ziege Nr. 7 ist ferner zu_beriick- 
sichtigen, daB es sich um ein sehr jugendliches Tier handelt. 


Die Fettprozente sind bei beiden Gruppen etwas angestiegen. 


Wenn auch zahlenmaBig gewisse Unterschiede zwischen der Wirkung 
des Entzuges von ErdnuBkuchen einerseits und Ammoniumbicarbonat 
andererseits aufgetreten sind, so glaube ich doch, daB unter gleichen 
Verhaltnissen die Wirkung dieselbe gewesen wiire, einerlei, ob das 
Rohprotein als ErdnuBkuchen oder als Ammoniumbicarbonat ent- 
zogen wird, namlich: Senkung der Milchmenge. Die Méglichkeit, daB 
auch vorher die Zulage von Ammoniumbicarbonat gar nicht gewirkt 
hatte und die Tiere die Milch nur aus KérpereiweiB und der geringeren 
EiweiBmenge des Futters erzeugt hatten, hat sehr wenig Wahrschein- 
lichkeit, wenn man tiberlegt, daB die Lebendgewichte der Ersatztiere 
mit Ausnahme in der vierten Periode gestiegen sind, und selbst da 
fanden sich geniigend andere Erklarungen fiir die Lebendgewichts- 
verringerung. 


Wirkung auf den Stoffwechsel. 


Obwohl der Frischkot sehr schwankenden Wassergehalt hat, 
wie Tabelle LVII zeigt, sind die Unterschiede an lufttrockenem Kote 
nur unwesentlich. 
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Tabelle LVII. 





Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 3 Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 5 
Tag —_—___—_—— lr —_—— 

° frisch  trocken frisch trocken frisch trocken || frisch — troeken 
1928 g g g g g "Te a: g 
10. X. 2077 «770,35 41236 485,37 2545 897,94 1600 568,66 
11, X. 1410 519,21 1050 52546 1920 794,30 1120 | 423,38 
12. X. 1790 606,42 679 344,18 1755 580,34 650 | 267,60 
13. X. 2020 620,85 950 | 312,00 1665 627,28 480 193,70 
14. X. 1775 561,86 795 | 327,67 1615 531,84 465 | 200,04 


Mittel: 1812.4 | 615,74 942.0 | 398,94 1900,0 686,34 863,0 330,68 


Der Frischkot der Tiere, die nur ihre tagliche Heuration fraben., 
enthielt 
bei Ziege Nr.3 . . . . . . . . 42,85%, Trockensubstanz 
peplglls yeaa a 


wahrend die beiden Tiere, die kein Eiwei®B in Form von ErdnuBkuchen 
oder Ammoniumbicarbonat erhielten, an Trockensubstanz im Frisch- 


kot hatten: 
ee x 5 Kt, = 2, 1s, SEE 
(i ae eee 


In der folgenden Tabelle LVIII sind die prozentischen Nahrstoffe 
des lufttrockenen Kotes angegeben. 


Tabelle LVI. 








Ziege Nr. 6 Ziege Nr. 3 Ziege Nr. 7 Ziege Nr. 5 
| 9 Menge 4 Menge 4 Menge 4 Meng 
cw g = g 3 g ‘ g 
Trockensubstanz. . . 93,14 573,50 93,40 372,61 93,27 640,15 93,38 308,79 
(oe ePer eer 15,23 93,78 15,97 63,71) 15,46) 106,11 14,48 47,85 
Organ. Substanz. . . 77,91 479,72 77,43 | 308,90 77,81 | 534,04 78,90 260,91 
Gesamt-N ..... 1,91 11,76 2,08; 8,29) 1,85; 12,70 2,06 6,81 
Rohprotein. ... . 11,92 73,40 12,97 51,74 11,57 | 79,41 12,89 42,62 
Verd.Rohprotein . .| 4,00 2468 4.26) 16,99) 343) 2354 3.60 11,90 
Reinprotein . . . . 11,13) 68,53 11,96) 47,71) 11,04) 75,77 12,32 40,74 
Bs ha 5. oe wie 0,79 4,86 1,01, 4,03, 0,53) 3,64 0,57 1,88 
Rohfett .... .. 4,22) 25,98 4,20) 16,76) 3,07) 21,07 588 1944 
Rohfaser . . . 27,70 170,56 25,70 | 102,53 | 27,10 | 186,00 25,40 83,99 


N-freie Extraktstotfe . | 34,07 209.78 34.56 | 137.87 | 36,07 | 247.56 32,93 108,89 


Die Verdauungskoeffizienten (vgl. Tabelle LIX) von Ziege Nr. 6 
und 7, den beiden Tieren, denen das EiweiB bzw. das Ammonium- 
bicarbonat entzogen wurde, sind, unter sich betrachtet, keinen groben 
Schwankungen unterworfen, aber sie haben das Futter doch besse: 
verwertet als die beiden anderen Tiere, die nur Heu fraBen. Stellt man 


die Verdauungskoeffizienten von Ziege Nr.6 und 7 dieser Periode 





Tabelle LIX. 
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denen der dritten Periode gegeniiber, dann ist mit Ausnahme des 
Gesamtstickstoffs und des Rohproteins, welche in der Eiweibentzugs- 
periode stérker ausgenutzt wurden, eine gleichmaBige Verdauung der 
Nahrstoffe festzustellen. 


Aus den verdauten Nahrstoffen errechnet sich, auf 1000 kg Lebend- 
gewicht bezogen, das EiweiSiverhaltnis, wie Tabelle LX veranschaulicht. 


Tabelle LX. 





vo - y bie - & | = 
~ = _ _— @ - ae 
= = fo D mie 
_ Nr kg ' kg kg kg kg kg kg kg kg 
6 | 46,54 36,77 0,87 | 15,66 626 263 052 2,11 2243 1:9,06 
3 (46,86 28,74 034 7,52 4,03 084 0,24 060 859 1:1.40 
7 | 39,04 5313 1,16 17,70 7,07 | 2,98 0,66 2,82 25,47 | 1:9,17 
5 | 45.94 33.55 0.25 748 408 096 026 0.70 9,24! 1:1,.25 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB Ziege Nr. 6 und 7 infolge des 
EiweiBentzuges bzw. Ammoniumbicarbonatentzuges mit einem viel zu 
weiten EiweiBverhaltnis ernahrt wurden; die Milchmenge von Ziege Nr. 6 
ist auch entsprechend zuriickgegangen, Ziege Nr. 7 dagegen konnte noch 
dieselbe Menge erzeugen wie in der fiinften Periode; es scheint dies vor 
allem dadurch bedingt zu sein, daB wir es bei Ziege Nr. 7 mit einem noch 
recht jugendlichen Tiere zu tun haben, dessen Milchdriise aller Wahrschein- 
lichkeit nach noch dauernd im Wachsen war und dann schon allein durch 
den Melkreiz, der in dieser Periode aus bekannten Griinden gréSer war 
als vorher, zur Abscheidung angeregt wurde. Dadurch wird also der Schlui 
nahegelegt, daB das Tier das erforderliche EiweiB aus seinem K6rper bei- 
gesteuert hatte. Da noch etwa durch Darmbakterien gerade bei diesem 
Tiere eine giimstigere Ausnutzung des verabfolgten Futters in Frage ge- 
kommen wire, erscheint unwahrscheinlich. Die fast gleichen Milchstick- 
stoffzahlen in Tabellen LXII und LXIII von Ziege Nr. 6 und 7 stimmen 
nahezu vollig mit denen der fiinften Periode (Tabellen XLIX, LI, LIL) und 
der vorangegangenen Ersatzperioden iiberein. Die einzige Merkwiirdigkeit 
scheint mir die groBe Milechmenge von Ziege Nr. 7 in dieser Periode zu sein. 
Vielleicht ist auch die Lactationszeit bei Ziege Nr. 7 noch nicht so weit 
vorgeschritten, was man aus dem geringeren Milchtrockensubstanzgehalt, 
welcher bei Ziege Nr. 6 14,15°,, bei Ziege Nr. 7 aber nur 12,84, betragt, 
entnehmen kann. 

Das EiweiSverhaltnis der beiden anderen Ziegen war viel zu 
eng, was aber bei alleiniger Ernahrung mit Heu nicht anders zu er- 


warten war. 
Sowohl die Harnmengen der Ziege Nr. 6 und 7, als auch die der 


Ziege Nr. 3 und 5 sind gleich groB, untereinander aber verschieden ; 
ebenso sind auch die Stickstoffmengen im Harn untereinander gleich 
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Tabelle LXI. 





Ziege Nr. 6 Ziege Nr.3 Ziege Nr.7 Ziege Nr. 5 
Or) ETT Fy Beg Harn- P Harn- 
menge N-Menge menge N-Menge || menge N-Menge | menge N-Menge 
1928 g g g £ £ g g g 
10. X 4250 7,55 2700 18,29 5000 7,09 4000 15,78 
ia. ss 3880 8.46 1700 13,72 3670 7,86 2010 14.18 
12. X. 4250 7,57 1500 9,72 4525 7,86 2000 12,58 
18. xX 3825 7,57 2620 16,86 8850 6.29 1290 14.86 
14. X 3680 6,00 1625 13,58 3400 6,29 750 14,15 


Mittel: | 3977 7,03 2029 14,43 4089 7,08 199° 


to 


14,31 


groB, doch verschieden, wenn man die beiden verschiedenen Ernahrungs- 
weisen beriicksichtigt. Ziege Nr.6 und 7 haben taglich nur 7 g Stick- 
stoff ausgeschieden, dagegen haben die anderen Tiere, die nur mit Heu 
ernahrt wurden, 14g Stickstoff im Harn. Erstere schrinkten ihren 
Stickstoffbedarf soweit als méglich ein, letztere dagegen waren nicht 
imstande, mit der im Futter gereichten Menge auszukommen, und 
verbrauchten deshalb auch Kérpereiweif. 


Tabelle LXII. 





Ziege Nr. 3, 
fraf nur ihr Heu * 


Ziege Nr. 5, 


Ziege Nr. 6 fra6 nur ihr Heu * 


Ziege Nr.7 


g g g xg 
Stickstoff im Futter 31,30 13,90 31,30 13,90 
Stickstoff im Kote 11,76 8,29 12,70 6.81 
Verdaut .... . || 19,54 | 5,61 18,60 7,09 
Im Harn . 7,03 | 14,43 7,08 14,31 
In der Milch . 9,77 9,73 9,43 8,82 
pS) re + 2,74 — 18,55 + 2.09 — 16,04 
Korpergewichtsver- 

mehrung je Tag: , 

Errechnete . . . 71,40 | — 483,90 54,52 — 418.43 

Tatsachliche . . — 83,00 — 194,00 — 57,00 — 301,00 

* Vel. S. 408. 


Nach Tabelle LXII sind die Stickstoffbilanzen der Ziegen Nr. 7 
und 6 positiv, obwohl die wirkliche Lebendgewichtszunahme wahrend 
der ganzen Periode bei beiden Tieren negativ ist; es besteht wieder 
ein ganz ahnliches Verhaltnis von wirklicher zu errechneter Lebend- 
gewichtsvermehrung wie bei den vorangegangenen Perioden. Selbst 


27* 
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bei Ziege Nr. 3 und 5 bleibt dieses Verhaltnis bestehen, trotzdem hier 
die Bilanz negativ ist. 

Zur Feststellung der tatsichlichen Lebendgewichtsvermehrung wurden 
die Gewichtszahlen der ganzen Periode zugrunde gelegt, weil sich die 
Gewichte schon wihrend der Ubergangszeit verinderten, und gerade diese 
Veranderung scheint mir durch den Wechsel in der Fiitterung bedingt 
zu sein, 


Tabelle LXIII, 





| . * 
re | Zur Lebens- Fiir die In der Mile 
Verdaut In der Im Korper erhaltung Milch i. ie = 
Mileh angesetzt | erforderlich verfiigbar —_yerfiigbaren 
gZ g g | g g Menge 
Ziege Nr.6 | 19,54 9,77 2,74 9,85 6,95 140,6 
‘ » 7 | 18,60 9,43 2,03 8,76 7,81 120,7 


Aus Tabelle LXIII geht hervor, daB nicht nur aller verfiigbarer 
Stickstoff zur Milchbildung herangezogen wurde, sondern auch noch 
40,6 bzw. 20,7°, aus der Kérpersubstanz benétigt wurden (vgl. tat- 
sichliche Gewichtsverminderung), um die verhaltnismaBig groBe Milch- 
menge zu erzeugen. Ware also kein EiweiB als ErdnuBkuchen oder 
Amid entzogen worden, dann wiirde solches zur Milchbildung verwendet 
worden sein, nicht aber Kérpersubstanz, wie aus den Tabellen XIX, 
XXXII, XLII, LIT hervorgeht. 


Fiir die beiden anderen Tiere eine derartige Berechnung durchzufithren, 
halte ich fiir zwecklos'. 


Achte Periode. 


Mittlerer Ersatz als Grundfutterperiode. 


Die vier Gruppen erhielten genau dasselbe Futter wie in der sechsten 
Periode von der Zusammensetzung der Tabelle LXIV. 


Die erste und zweite Gruppe erhielt 235,0 g verdauliches EiweiB und 
1055,7 g Starkewert oder, bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht, erhielt die 
erste Gruppe 4,82 kg verdauliches Eiwei8 und 21,63 kg Starkewert und 
die zweite Gruppe 5,49 kg verdauliches Eiwei8 und 24,67 kg Starkewert ; 
die dritte und vierte Gruppe erhielt 108,3 g verdauliches Eiwei8 und 
1057,7 g Starkewert oder, bezogen auf 1000 kg Lebendgewicht, erhielt 
die dritte Gruppe 2,53 kg verdauliches Eiwei8 und 24,69 kg Starkewert, 
und die vierte Gruppe 2,70 kg verdauliches Eiwei8B und 26,33 kg Starkewert. 


Die Ziegen fraBen alle ihre Futterration restlos, auch Ziege Nr. 3 und 5 
fraBen gut, als sie wieder frei in ihrer Stallboxe waren. 


Nachdem sie 10 Tage so gefiittert worden waren, ergaben sich die in 
Tabelle LX zusammengestellten mittleren Ergebnisse. 


1 Auch hier blieben die groBen Tabellen fort. 


ee eee Deere 
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LXIV. 


Tabelle 
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Wirkung des Futters auf die Tiere und ihre Leistungen. 
Die Unterschiede, die der EiweiBentzug in der ersten und dritten 
Gruppe in den Lebendgewichten und in der Milchmenge verursacht 
hatte, sind in der achten Periode beinahe restlos beseitigt. Beim Fett- 
gehalt sind die Differenzen etwas gréBer geworden. 


Tabelle LXV. 














3 os Lebend- Milch- & lat ie 
Futtermitte] Tier | gewicht menge “ Menge 
ke | g 4g g 
1. Gruppe. 
Grundfutter mit {| Ziege Nr.1 . . 50,913 1767,2 4,73 77,01 
ErdnuSkuchen - eee > 46,7387 | 2085,9 4,19 80,24 
Durchschnitt: 48,825 1901,6 4,46 78,63 
2. Gruppe. 
Grundfutter mit | Ziege Nr.2 . . 48,245 1244.4 4,00 | 43,82 
ErdnuBkuchen - ae (41,956 1517,0 6,23 | 88,75) 
Durchschnitt : 48,245 | 12444 4,00 43,82 
2. Gruppe + oder — als 1. Gruppe —0,580 —657.2 —046 — 34,81 
3. Gruppe. 
Grundfutter mit | Ziege Nr.7 . . 39,603 2295.6 4,61 90,96 
NH,HCO,; ‘s eS eee 46,067 _1894,5 3,66 66,97 
Durchschnitt: 42,835 | 2095,1 4,14 78,98 
4. Gruppe. 
Grundfutter mit | || Ziege Nr.4 . . 40,168 1757,6 5,10 79,28 
NH,HCO; | is » 5... | (44,227 _1386,5 — 3,50 64,97) 
: Durchschnitt: | 40,168 1757,6 5,10 | 79,28 
4. Gruppe + oder — als 3. Gruppe | — 2,667 — 337,5 + 0,96 — 0,30 


Wenn auch die Stérungen, die in der siebenten Periode durch 
Nahrungsverweigerung von Ziegen Nr. 3 und 5, durch das veranderte 
Verhalten der Tiere wahrend der gerade in diesem Versuchsabschnitt 
auftretenden Brunst und endlich auch durch den Wechsel im Melk- 
personal — der letztere erstreckt sich zwar iiber die drei letzten Perioden, 
scheint sich aber besonders auffallend in der siebenten geltend zu 
machen — hervorgerufen wurden, in dieser Periode nicht mehr vor- 
handen waren, so haben sich doch die Folgen dieser Stérungen sicherlich 
auch noch auf diese Periode erstreckt, deshalb méchte ich auch von 
einer noch mehr ins einzelne gehenden Besprechung absehen, und nur 
noch als Zusammenfassung der letzten drei Perioden folgendes sagen 
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(natiirlich kann auch diese Zusammenfassung nach dem bisher Ge- 
sagten nur eine sehr bedingte sein): 


Der Entzug von ErdnuBkuchen bzw. Ammoniumbicarbonat hatte 
auf die Lebendgewichte keinen nachteiligen EinfluB, dieselben sind 
im Gegenteil noch etwas gestiegen. 


Die Milchmenge ist unter dem EinfluB des fehlenden Erdnub- 
kuchens bzw. Ammoniumbicarbonats gesunken, um bei Zufiihrung 
von Eiwei8 in Form von ErdnuBkuchen oder Ammoniumbicarbonat 
in der achten Periode wieder anzusteigen. 


Der Fettgehalt der Milch stieg in der siebenten Periode und blieb 
auch in der achten ungefihr auf der gleichen Hohe. 


Diese drei Perioden haben gezeigt, daB die Futterrationen der ersten 
fiinf Perioden nicht zu reichlich gewesen sind, sondern fiir die starke 
Milchproduktion der Tiere gerade ausreichend waren!. 


Zusammenfassung. 


Zuniachst zeigen die letzten drei Perioden, daB die Tiere keine 
iiberreichliche Futterration in bezug auf verdauliches EiweiB erhalten 
hatten, denn bei Wegnahme eines Teiles des verdaulichen EiweiBes 
sank auch der Milchertrag (vgl. 8. 420f.). 


Aus der zweiten und dritten Periode geht hervor, daB das Roh- 
protein als Ammoniumbicarbonat, wenn es weniger als die Halfte des 
verdaulichen EiweiBes der gesamten Ration betrigt, und wenn eine 
reichliche Beifiitterung von Kohlenhydraten parallel geht, imstande 
ist, das FuttereiweiB bis zu einem gewissen Anteil zu ersetzen, voraus- 
gesetzt, daB durch Saiuren im Futter eine Absattigung stattfindet. In 
einer im allgemeinen iiblichen Fiitterung kann also der Anteil des 
EiweiBkraftfuttermittels — in unserem Falle: des ErdnuB8kuchens — 
durch Ammoniumbicarbonat ersetzt werden. Wenn aber noch dariiber 
hinaus FuttereiweiB ersetzt werden soll, so treten wohl andere Ver- 
haltnisse ein, wie die vierte Periode im Vergleich mit den beiden 
Grundfutterperioden zeigt. Hier, wo Teile der Heu- und Weizenschalen- 
gabe und die ganze Hafergabe ersetzt wurden, war die Ration der 
Ersatztiere um 50,6 g verdauliches Rohprotein geringer als die der 
srundfuttertiere, so daB man im Zweifel sein kann, wodurch die Ver- 
ringerung der Milchmenge eintrat. Es bleibt weiterer Versuchsarbeit 
vorbehalten, die Wirkung des Ammoniumbicarbonats auf die Milch- 
menge zu erforschen, wenn man noch mehr als 50°, des verdaulichen 
EiweiBes einer Futterration ersetzt. 


1 Wie vorher sind hier die groBen Tabellen fortgefallen. 
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422 ¥.-H. Ziemer: Ammoniumbicarbonat als EiweiBersatz usw. 


Bislang darf ich sagen: Das Ammoniumbicarbonat konnte wohl 
50°, vom Eiweif einer Futterration ersetzen, einerlei ob es sich um Auf- 
rechterhaltung bzw. Steigerung der Milchergiebigkeit oder um Eiweif 
des Erhaltungsfutters handelt, eine noch weitere Steigerung des Ersatzes 
war hisher nicht méglich. 

Méglicherweise kann bei Verfiitterung von Ammoniumbicarbonat 
an Milchkiihe eine noch starkere Vertretung des verdaulichen Eiweibes 
durch diesen Stoff erreicht werden, weil solche Tiere viel mehr an saéuer- 
liche und voluminése Fiitterung gewéhnt sind, wahrend Ziegen doch 
nur sehr selten mit sauren Zuckerriibenschnitzeln oder gar sauren 
Molken gefiittert werden und sehr wahlerisch in bezug auf die Nahrungs- 
aufnahme sind. Ferner kann in einer gréBeren Menge von sauren 
Schnitzeln ohne Schwierigkeit eine gréBere Ammoniumbicarbonatgabe 
den Tieren verabfolgt werden. 
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Glykoseoxydase. 


IV. Mitteilung: 
Glykoseoxydase aus Aspergillus niger. Verhalten gegen Disaccharide 
(Maltoseoxydase), Glykuronsdure und Athylalkohol; Versuche mit Methylen- 
blau und Monojodessigséure. 


Von 
D. Miiller. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1931.) 


I. Glykoseoxydase. Friithere Resultate. 


Glykoseoxydase ist ein Enzym, das die Oxydation von Glykose 
zu Glykonséure katalysiert!. Das Enzym findet sich im PreBsaft aus 
jungen Kulturen von Aspergillus niger und Penicillium glaucum; es 
laBt sich mit Alkohol-Ather im Verhaltnis 2:1 aus dem PreBsaft 
fallen. Das px-Optimum liegt bei 5,5 bis 6,5 und die Zerstérungs- 
temperatur bei etwa 73%. Die Aktivitaét der Glykoseoxydase wird 
nur wenig durch HCN oder CO beeinfluBt; die Glykoseoxydase ist 
darum keine Eisenpyrrolverbindung und nicht mit Warburgs Atmungs- 
ferment identisch?. Glykoseoxydasepraparate reduzieren Methylenblau 
in evakuierten Thunberg-Réhren, aber die Reduktion verléuft nicht 
schneller nach Zusatz von Glykose (1. c. 3), d. h. die Glykoseoxydase 
ist keine Dehydrase, wenn man darunter ein Enzym versteht, das 
auch in Gegenwart anderer H-Akzeptoren als Sauerstoff zu de- 
hydrieren vermag. 


Glykoseoxydase ist ein Atmungsferment, das ohne aktives Schwer- 
metall die Oxydation von Glykose zu Glykonsdure mittels atmosphdrischen 
Sauerstof{s katal ysiert. 


1 —D. Miiller, diese Zeitschr. 199, 136, 1928. 
* Derselbe, ebendaselbst 205, 111, 1929. 
2 Derselbe, ebendaselbst 218, 211, 1929. 


























424 D. Miiller: 


Das wirksamste Praéparat von Glykoseoxydase wurde hergestellt 
nach Dialyse eines guten Praéparats in 3 Tagen gegen strémendes Wasse1 
(l.c. 3). Die Innenfliissigkeit wurde dann durch Eintrépfeln in ein 
Alkohol-Athergemisch (2: 1) wie gew6hnlich gefallt, 1,6 g wurden dialysiert 
und 0,11 g sehr wirksames Praiparat wieder herausgefallt. 


0,01 g von diesem Praparat + 0,5 g CaCO, + lecem 10 %ige Glykose- 


l6sung in 100 qem Filtrierpapier aufgesaugt, absorbierte in 10 Minuten 
184 cmm O, bei 25°. 0,01 g Praparat mit Wasser statt Glykose verriihrt. 
absorbierte 5,6 cmm in 10 Minuten. 

Unter den obengenannten Bedingungen kann 1g Enzympraparat 
pro 10 Minuten nach Glykosezusatz 18,4 cem O, und ohne Glykosezusatz 
0,56 cem O, absorbieren. 


Zur Oxydation der Glykose wird somit in 10 Minuten pro Gramm 
Enzympraparat 18,4 +- 0,56 = 17,84 ccm O, aufgenommen, einer Oxyda- 
tion von 287 mg Glykose zu Glykonsdure entsprechend. 


II. Methodisches. 


Die folgenden Versuche sind mit Alkohol-Atherfaillungen (im Ver- 
haltnis 2:1, zwélffaches Volumen) aus PreBsaft von Aspergillus niger 
angestellt. Uber die Herstellung vgl. l.c. 1, 8.141. Die Zuckeranalysen 
sind nach Bertrand! ausgefiithrt. Die Sauerstoffabsorption wurde teils in 
Kroghs Mikrorespirationsapparat?, teils mittels Haldanes* Luftanalysen- 
apparat bestimmt. 

Die Glykoseoxydasepriparate absorbieren in geringem Ma®e Sauerstott 
auch ohne Zusatz von Stoffen, die oxydiert werden kénnen. Die Mehr- 
absorption von O, nach Zusatz von z. B. Glykose ist ein Ma8 fiir die Tatigkeit 
der Glykoseoxydase. 

Bei den Versuchen iiber die Sauerstoffaufnahme wurde meistens eine 
Kompensationsmethode verwendet; in dem einen Rezipienten des Mikro- 
respirationsapparats wurde eine Enzymlésung ohne Zusatz und in dem 
anderen Rezipienten mit Zusatz des zu untersuchenden Stoffes verwendet. 

Alle Versuche sind im Wasserbad bei 25° ausgefiihrt worden. Das pq am 
‘Anfang der Versuche war ungefahr 6,5. Wegen der Saéurebildung durch 
die Enzymtatigkeit ist es praktisch unméglich, das pq wahrend der Ver 
suche konstant zu halten. 


III. Glykoseoxydase + Disaccharide. 


a) Glykoseoxydase + Lactose. Die Versuchsresultate sind in 
Tabelle I zusammengestellt und zeigen, daB die Sauerstoffabsorption 
von Glykoseoxydasepraparaten nach Zusatz von Lactose dieselbe war 


1G. Bertrand, Bull. Soc. Chim. (3) 35, 1285, 1906. 

2 4. Krogh, Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 8, 5!, 
1915; auch Miiller, 1. c. 1, S. 146 und Boysen Jensen, |. c. 3, 8S. 677. 

3 In der Form, wie sie beschrieben ist bei P. Boysen Jensen in Opper- 
heimer-Pincussen, Methodik der Fermente, 8. 671. Leipzig 1929. 
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Glykoseoxydase. IV. 425 


wie ohne Zusatz von Lactose, indem die Manometerfliissigkeit sozusagen 
stehen blieb. (Die sehr kleine Mehraufnahme von O, in der Enzym- 
losung ohne Lactose kann von Fehlern bei der Abpipettierung der 
Enzymloésung herrihren.) 


Tabelle J. 


Versuch 1. leem 1%ige Lésung von Glykoseoxydasepraparat von 
Aspergillus niger, auf 90 qem Filtrierpapier aufgesaugt, im linken Rezipienten 
eines Mikrorespirationsapparats. Auf Filtrierpapier im rechten Rezipienten 
1 cem von derselben Enzymlésung + Lactose (91 mg pro Kubikzentimeter, 
analysiert nach Bertrand). Nach 24 Stunden in Wasserstoff gab eine Ver- 
gleichsportion 105 mg reduzierenden Zucker, d.h. eine geringe Hydrolyse 
durch Spuren von Lactase. 

Versuch 2. Wie Versuch 1, aber Glykose statt Lactose. 

Versuche 3 und 4. Wie Versuche 1 und 2, aber mit einem anderen 
Enzympraparat ausgefiihrt. 

Mehrabsorption von Kubikmillimeter O, pro 10 Minuten in dem Rezipienten 


mit Enzymlésung + Lactose bzw. Glykose gegeniiber dem Rezipienten 
mit Enzymlésung ohne Zusatz. 





Nach Ansetzung Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 
des Versuches Lactose Glykose Lactose Glykose 


10’ : + 327 -§ . 
20 : + 274 0 + 168 
: 0 

0 


30  § + 250 + 158 
40 + 231 152 


Glykoseoxydese katalysiert nicht die Oxydation von Lactose. 


b) Glykoseoxydase + Saccharose. Tabelle I], Versuche 1 bis 3, 
zeigen, daB Glykoseoxydasepraparate Saccharose angreifen, indem 
die Sauerstoffabsorption in den Enzymlésungen mit Saccharose ver- 
groBert ist. 

Tabelle 11. 


Versuch 1. 0,1 g Praparat (Mischung von mehreren Glykoseoxydase- 
praparaten) mit 1 ccm Wasser verrieben, auf 90 qem Filtrierpapier in dem 
linken Rezipienten eines Mikrorespirationsapparats. 0,1 g Praparat C mit 
lcem 15% ige Glykose verriihrt, auf Filtrierpapier im rechten Rezipienten. 

Versuch 2. Wie Versuch 1, aber 15°%,ige Saccharose statt Glykose. 

Versuch 3. Wie Versuch 2. 

Versuch 4. 0,5 g Praparat mit 5 ccm Wasser verrieben und 30 Minuten 
im Wasserbad bei 70° gehalten. Danach auf Filtrierpapier im linken Rezi- 
pienten eines Mikrorespirationsapparats: | ecm Enzymlésung ohne Zusatz; 
auf Filtrierpapier im rechten Rezipienten: | cem Enzymlésung + 0,1 g 
Glykose. 

Versuch 5. Wie Versuch 4, aber 0,1 g Saccharose statt Glykose im 
rechten Rezipienten. 
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Kubikmillimeter O, mehr absorbiert pro 10 Minuten im Rezipienten mit 
Enzymlésung + Glykose bzw. Saccharose gegeniiber dem Rezipienten mit 
Enzymlésung ohne Zusatz. 





Enzymlésung erst 30’ 





Nach Ansetzung Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 auf 70° gewarmt 
des Versuches Glykose Saecharose eer EY - 
|| Versuch 4 | Versuch 5 
i Glykose | Saccharose 
20’ 168 31 27,5 114 2 
30 158 34 28 114 1,5 
40 152 31 27,5 106 2 
50 138 31 29 -- — 
60 128 32 27.5 97 1 
In 90’ war im 
ganzen mehr ab- 
sorbiert emm Oy, — 290 emm 261 emm _— 9cmm 


Versuche 4 bis 5 zeigen zugleich, dab Glykoseoxydase nicht direkt 
Saccharose angreift. Wenn namlich die Glykoseoxydaselésung erst 
30 Minuten auf 70° gewarmt wird, veranlaBt Zusatz von Saccharose 
nicht mehr eine vergréBerte Sauerstoffabsorption, wohl aber Zusatz 
von Glykose (erst bei 73° in 30 Minuten wird die Glykoseoxydase zur 
Halfte zerstért). 

Die Oxydation von Saccharose, wie sie die Versuche 2 bis 3 zeigen, 
muB darum vermutlich auf einer vorhergehenden Hydrolyse der 
Saccharose mittels Saccharase in den Enzympraparaten beruhen. 

Der Saccharasegehalt in Praparat C, womit alle Saccharoseversuche 
ausgefiihrt sind, wurde in folgender Weise untersucht: 12 cem 15 %ige 
Saccharoselésung wurden mit 1,2 g Enzympraparat verrithrt. Hiervon 
wurden 5 ccm fiir Zuckeranalyse verwendet und der Rest wurde in Wasser- 
stoffatmosphare bei 25° wihrend 90 Minuten gehalten und danach wiederum 
auf Zucker analysiert. Die Versuche zeigten, daB in lecem 1 °,iger 
Enzymlésung in 15%, Saccharose in 90 Minuten bei 25° gebildet wird: 
8.4, 10 und 7,2 mg Invertzucker, im Durchschnitt 8,5 mg _ Invertzucker 
= 4.25 mg Glykose. 

Wenn 4,25 mg Glykose zu Glykonsdéure oxydiert wird, werden 
264cmm QO, absorbiert. Tabelle I] zeigt eine Mehrabsorption von 
Sauerstoff in einer | °,igen Glykoseoxydaselésung in 10°, Saccharose 
in 9) Minuten von 290 bzw. 261 emm Q,, d. h. die Mehrabsorption von 
Sauerstoff in einer Lésung von Glykoseoxydase + Saccharose kann 
dadurch erklirt werden, daB die Glykoseoxydasepraparate wegen 
eines Gehalts von Saccharase die Saccharose hydrolysieren. Die frei 
gemachte Glykose wird sodann oxydiert. 

Nur ist es eigentiimlich, daB die Oxydation so schnell verlauft. Es 
ware méglich, daB Glykose, in statu nascendi durch Hydrolyse von Saccha 
rose gebildet, schneller von Glykoseoxydase oxydiert wiirde. Molliard' 


1 M. Molliard, C. r. 178, 161, 1924. 
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Glykoseoxydase. IV. 427 
stellte die auffallende Tatsache fest, daB unter sonst gleichen Versuchs- 
bedingungen Aspergillus niger am meisten Glykonsiure mit Saecharose 


als C-Quelle bildet, und ferner, daB bei Glykose als C-Quelle Fructose- 
zusatz die Bildung von Glykonséure bedeutend vermehrt. 


Tabelle III. 


Fiir die Versuche wurde ein saccharasehaltiger Trockenhefeextrakt 
verwendet: 10 g Trockenhefe wurden mit 100 g Wasser und 5 cem Toluol 
48 Stunden lang bei 17° digeriert. 1 cem Filtrat invertierte in 1 Stunde 
von 100 mg Saccharose 25 mg. 

Versuch 1. Im linken Rezipienten eines Mikrorespirationsapparats : 
0,1 g Glykoseoxydasepraparat C mit | ccm Hefeextrakt verriihrt. Im 
rechten Rezipienten: 0,1 g Praparat (©, mit | cem Hefeextrakt — 0,05 ¢ 
Glykose verriihrt. 


Versuch 2. Wie Versuch 1, aber 0,1 g Saccharose statt Glykose. 
Kubikmillimeter O, mehr absorbiert pro 10 Minuten im Rezipienten mit 


Enzymlésung + Glykose bzw. Saccharose gegeniiber dem Rezipienten mit 
Enzymlésung ohne Zusatz. 





Nach Ansetzung Versuch 1 Versuch 2 Nach Ansetzung Versuch 1 Versuch 2 
des Versuches Glykose Saccharose des Versuches Glykose Saccharose 
10’ 96 12 50’ 65 62 
20 93 50 60 62 62 
30 83 56 70 59 62 
40 80 65 80 55 55 





Indessen zeigen die Versuche in Tabelle III, daB Glykose gleich 
nach Entstehung durch Hydrolyse von Saccharose nicht schneller 
oxydiert wird als gewéhnliche Glykose. 


c) Glykoseoxydase +- Maltose. Maltoseorydase. Tabelle IV, Ver- 
suche | bis 2, zeigen, daB Glykoseoxydasepraparate Maltose angreifen, 
indem die Sauerstoffabsorption in den Enzymlésungen mit Maltose 
vergroBert ist. 

Tabelle IV. 


Fiir die Versuche wurde eine 10° ige Lésung von (Glykoseoxydase- 
praparat 23 verwendet. In den Versuchen 3 und 4 wurde diese Enzym- 
lésung vor dem Versuch 30 Minuten auf 70° erwarmt. 


Versuch 1. Im linken Rezipienten eines Mikrorespirationsapparats: 
leem Enzymlésung, in 90 qem Filtrierpapier aufgesaugt. Im _ rechten 
Rezipienten: 1 ccm Enzymlésung + 0,1 g Glykose usw. 


Versuch 2. Wie Versuch 1, aber 0,1 g Maltose statt Glykose. 
Versuch 3. Wie Versuch 1, aber die Enzymlésung war vorher erwirmt. 


Versuch 4. Wie Versuch 2, aber die Enzymlésung war vorher erwarmt. 
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Kubikmillimeter O, mehr absorbiert pro 10 Minuten im Rezipienten mit 
Enzymlésung + Glykose bzw. -+ Maltose gegeniiber dem Rezipienten mit 
Enzymlésung ohne Zusatz. 





| 
| Enzymliésung erst 30° auf 70° 





Nach Ansetzung i Versuch 1 Versuch 2 erwarmt 
des Versuches || Glykose Maltose a . - 
|} Versuch 3 Versuch 4 
i | Glykose Maltose 
20° 103 40 65 4 
30 86 43 65 2 
40 86 43 65 2 
59 80 43 65 2 


Wie vorher fiir Saccharose kann man leicht zeigen, da Glykose- 
oxydase Maltose nur nach vorhergehender Hydrolyse angreift. Wenn 
némlich die Glykoseoxydaselésung erst 30 Minuten auf 70° erwarmt 
wird, veranlaBt ein Zusatz von Maltose nicht mehr eine vergréBerte 
Sauerstoffabsorption, wohl aber ein Zusatz von Glykose (Versuche 3 
bis 4, Tabelle IV). 

Es ware nun naheliegend, anzunehmen, daB die Mehrabsorption 
von O, bei Zusatz von Maltose zu einem Glykoseoxydasepraparat — 
wie es fiir Saccharose der Fall war — von einer Hydrolyse durch 
Hexosidasen im Glykoseoxydasepraparat herriihrte. 


Um so merkwiirdiger scheint es, wenn man sieht, daB in Wirklich- 
keit nur ein Teil der Mehrabsorption von Sauerstoff nach Zusatz von 
Glykose zu einem Glykoseoxydasepraparat mit einer Hydrolyse von 
Maltose zusammenhiangt. 

Um das Verhalten der Glykoseoxydasepraparate gegeniiber 
Maltose naiher zu untersuchen, wurden in vier Versuchen folgende 
Faktoren bestimmt: 1. Die Mehrabsorption von O, in den Enzym- 
lésungen mit Maltose in 3 Stunden. 2. Die Reduktion nach Bertrand 
gleich und nach 3 Stunden. Die Versuche sind in Tabelle V zusammen- 
gestellt und zeigen das Folgende. 

1. In 3 Stunden verschwindet mehr Maltose, als in derselben Zeit 
hydrolysiert wird. 2. Die Sauerstoffabsorption in 3 Stunden ist drei- 
bis viermal so groB, als man erwarten sollte, wenn nur die bei Hydrolyse 
gebildete Glykose zu Glykonsaure oxydiert wird (1 Millimol Glykose, 
180 mg, erfordert hierzu 11200cmm OQ,). 3. Insofern angenommen 
wird, daB die nichthydrolysierte, aber doch verschwundene Maltose 
pro Mol (348) 1 Mol O, aufgenommen hat, stimmt die hieraus er- 
rechnete Sauerstoffabsorption (Kolonne e in Tabelle V), addiert zu 
der Sauerstoffabsorption bei der Oxydation von Glykose zu Glykon- 
saure (d in Tabelle V), in Versuche 1 und 3 ziemlich genau mit der ge- 
fundenen Sauerstoffabsorption (Kolonnen f und g, Tabelle V). In 


Tabell 
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Versuche 2 und 4 ist aber die gefundene Sauerstoffabsorption nicht 
so groB, wie zu erwarten, wenn 1 Mol Maltose 1 Mol Sauerstoff 
absorbierte. 


Folgende Annahme dirfte, meiner Meinung nach, richtig sein: 
Bei Zusatz von Maltose zu einem Glykoseoxydasepraiparat beruhen 
mindestens 67 bis 75°, der Mehrabsorption von Sauerstoff auf einer 
direkten Oxydation der Maltose mit atmosphdrischem Sauerstofj. Di: 
Oxydation wird von einem Enzym katalysiert, das thermolabiler ist 
als Glykoseoxydase und fiihrt zu einer Verbindung, die Fehling sch 
Lésung nicht reduziert. Pro Mol Maltose wird 1 Mol O, oder etwas 
weniger absorbiert. 


IV. Glykoseoxydase + Glykuronsiure oder + Athylalkohol. 


Challenger und Walker! haben durch den Nachweis von Zucker- 
siure im Substrat von Aspergillus niger die von Franzen und Schmidt? 
aufgestellte Hypothese gestiitzt. Die Citronenséurebildung bei Asper- 
gillus niger geht hiernach durch eine Oxydation von Glykonsaure zu 
Zuckersiure — die tiber Ketipinséiure zu Citronensaéure umgelagert 
wird — vor sich. 

Es ware unter anderem darum von Interesse, zu untersuchen, 
ob Glykoseoxydase nicht Glykuronsaéure zu Zuckerséure zu oxydieren 
vermag. (Ein Enzym, das Glykonsaure zu Zuckersaéure oxydiert, ist 
unbekannt und ist nicht im PreBsaft weder von Aspergillus niger, noch 
von Penicillium glaucum nachzuweisen.) 


Die Versuche sind in Tabelle VI zusammengestellt und zeigen, 
daB Glykuronséure nicht von Glykoseoxydasepraparaten angegriffen 
wird. 


Tabelle VI. 


Fiir die Versuche wurde eine 10°, ige Glykoseoxydaselésung + 25°, 


CaCO, + 2% Toluol 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur gehalten. 


Versuche 1 und 2. Im linken Rezipienten eines Mikrorespirations- 
apparats: 1 cem Enzymlésung + 1 ecm Wasser, in 90 gem Filtrierpapier 
aufgesaugt. Im rechten Rezipienten: 1 cem Enzymlésung + | cem 7 %ige 
neutrale Lésung von Na-Glykuronat?. 


Nach 1 Stunde wurde auf dem Filtrierpapier im rechten Rezipienten 
0,5 cem 15 %ige Glykose abpipettiert. 


1 F. Challenger u. Th. Walker, Journ. Chem. Soc. 1927, 8. 3044. 

2 H. Franzen u. F. Schmidt, Ber. d. chem. Ges. 58, 222, 1925. 

3 Hergestellt aus Glykuron, das aus Borneolglykuronat aus Hundeharn 
isoliert war. Fiir das Préparat bin ich den Herren Professor Dr. Vald. Hen- 
riques und Ingenieur Thor Jérgensen zu Dank verpflichtet. 
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Kubikmillimeter O, mehr absorbiert pro 10 Minuten im Rezipienten 
mit Enzymlésung + Na-Glykuronat (und nach 60 Minuten + Glykose) 
gegeniiber dem Rezipienten mit Enzymlésung ohne Zusatz. 





Nach Ansetzung 1 2 


des Versuches + Na-Glykuronat + Na-Glykuronat 


20’ +- 32 + 0,3 
30 -21 0 
40 18 0 
50 0 0 


Zusatz von Glykose zum rechten Rezipienten 
80’ 21 26 
90 31 31 
100 35 _ 


Endlich wurde eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt, um, wenn mdéglich, 
Alkoholoxydase im PreBsaft von Aspergillus niger nachzuweisen. Der 
Pilz wurde unter anderem auf dem gewéhnlichen Niahrsalz (\iiller, 1. ec. 1, 
S. 139) nach Zusatz von 0,4 bis 1% Glykose und 2%, Athylalkohol kultiviert. 
In keinem Falle gelang es jedoch, Alkoholoxydase im Prefsaft oder in den 
daraus hergestellten Alkohol-Atherfaillungen nachzuweisen. 


Ubersicht iiber die Spezifitat der Glykoseoxydase. 


Aus obenstehenden Versuchen in Verbindung mit den friiher 
publizierten Resultaten (Miiller, 1. c. 2, 8. 111) sieht man, daB Glykose- 
oxydase ein sehr spezifisches Enzym ist. 

Glykoseoxydase katalysiert nur die Oxydation von gewissen 
C,-Verbindungen. Von Verbindungen, die nicht sechs C-Atome haben, 
sind gepriift worden: die oben genannten Disaccharide, d-Xylose, 
d-Arabinose, Dioxyacetone, Glycerin, Acetaldehyd und Athylalkohol, 
alle mit negativem Resultat. Von C,-Verbindungen wird oxydiert: 

tlykose, Mannose und Galaktose, die iibereinstimmende Konfiguration 
an den Kohlenstoffatomen Nr. 1, 5 und 6 haben. Fructose, Glykuron- 
siure, Glykonséure und Zuckerséure werden nicht oxydiert. 

In Glykoseoxydasepraparaten aus Aspergillus niger findet sich 
auBerdem eine Maltoseoxydase, die thermolabiler ist als Glykose- 
oxydase. 

V. Glykoseoxydase-Monojodessigséure. 

Wegen der groBen Bedeutung, die die Monojodessigsdure plétzlich 
fiir das Verstaéndnis des Abbaues der Glykose bekommen hat!, wurde 
die Wirkung von Monojodessigséure auf Glykoseoxydase untersucht. 

Die Resultate, in Tabelle VII zusammengestellt, zeigen: die Sauer- 
stoffabsorption von Glykoseoxydasepriparaten, mit Glykoselésung 


' E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1 und 8, 1930. 


Biochemische Zeitschrift Band 232. 
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verrithrt, ist praktisch genommen dieselbe, ob die Lésung so viel Mono. 
jodessigsdure enthalt, dab die Gesamtkonzentration '/y,99 ist, oder kein: 
Monojodessigsdure enthalt. 


Tabelle VII. 

Versuch 1. 0.1 g Glykoseoxydasepriparat D + 0,1 g Glykose + 1 cem 
Citratpufferlésung, py 3,85 nach Sdérensen, auf Filtrierpapier im rechter 
Rezipienten eines Mikrorespirationsapparats. 

Versuch 2. Wie Versuch 1, aber die Citratpufferlésung enthielt Mono 
jodessigsaure in der Konzentration 1/2500. 

Versuch 5. Wie Versuch 1, aber ohne Glykosezusatz. 

Versuch 4. Wie Versuch 2, aber ohne Glykosezusatz, py vor dem Versuc}; 
5,1, nach dem Versuch 4,0 in den beiden Proben mit Glykose und 4,6 i) 
den beiden Proben ohne Glykose. 


Kubikmillimeter O, absorbiert pro 10 Minuten bei 25° im Rezipienten mit 
Enzymloésung. 





Mit Glykose Ohne Glykose 
Nach Ansetzen aR PT ae assiaaities te 
des Versuches 1. Ohne 2 Jodessigsiure- 3. Ohne 4. Jodessigsiurt 
Jodessigsiiure konzentration '9599 | Jodessigsiure | konzentration !/, 
10’ 260 268 43 51 
20 242 252 43 43 
30 216 210 35 38 
40 190 180 35 36 
80 126 95 22 23 


Dagegen setzt Monojodessigsiéure schon in einer Konzentration 
von '/s999 die Zymasegiérung durch Hefe stark herab. Das Verhalten 
von Glykoseoxydase gegeniiber Monojodessigsaure stimmt mit dem von 
Lundsgaard beobachteten Phinomen iiberein, daB die Sauerstoffabsorp- 
tion und die oxybiotische Zuckerzersetzung durch Saccharomyces wenige! 
als die alkoholische Garung von Monojodessigsdure beeinfluBt wird. 


Glykoseox ydasepraparate + Methylenblau. 


In einer friiheren Abhandlung (Miiller, 1. c.3) wurde mitgeteilt. 
daB Glykose und Fructose keine Donatoren sind, wenn Glykoseoxydase 
lésungen + Methylenblau in evakuierten Thunberg-Réhren untersucht 
werden. 


Seitdem habe ich Versuche auch mit anderen Donatoren ausgefiihr' 
Fiir die Versuche wurde verwendet: tine 1 %%ige Lésung einer Mischung 
von wirksamen (Clykoseoxydasepriparaten in 0,87°% K,HPO,. — Jedes 
Thunbergrohr mit 0,2 cem Zn-freier Methylenblaulésung 1 : 5000, 0,4 cen 
Enzymlésung und 0,4 ccm Wasser oder 0,4 cem m/10 Lésung von Donato: 
wurde mit KOH neutralisiert. Versuchstemperatur 25°. 
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Die Versuche zeigten: Glykonsaure, Citronenséure, Oxalsdure und 
Malonsaure hemmen die Reduktion von Methylenblau bedeutend. 
Glykose und Fructose hemmen in geringem Grade, Ameisensaéure und 
Bernsteinséure beschleunigen in geringem Grade die Reduktion. 


Nur Apfelsaure beschleunigt deutlich die Reduktion. Die Versuche 
werden dadurch kompliziert, daB die Zeit fiir die Eigenreduktion sehr 
schnell nach der Herstellung der Enzymlésung wachst. Die Versuche 
miissen darum unter wechselweisem Evakuieren der Réhren mit Wasser 
und Donator vorgenommen werden. Eine Versuchsreihe K-Malat ist 
in Tabelle VIII wiedergegeben. 


Tabelle Vill. 





Die Evakuierung wurde ... Min. 

nach Herstellung der Knzym- 

lésung vorgenommen .... 5 7 19 26 28 32 34 38 
Kintfarbungszeit in Minuten. . . * 43 34* 46 35* 54 40* 65 


* Mit K-Malat. 


Glykoseoxydasepraparate sind, wie man sieht, arm an Dehydrasen. 
Es ist vielleicht tiberhaupt eine Frage, ob die Wirkung von K-Malat 
nicht nur eine Akzeleration der Eigenreduktion ist, ebenso wie z. B. 
Glykonsaure die Eigenreduktion hemmt. 

Dap K-Malat die Reduktion von Methylenblau beschleunigt, beweist 
ja eben nicht, daB K-Malat dehydriert wird. 


Zusammenfassung. 


1. Glykoseoxydasepraparate wirken nicht auf Lactose. 


2. Glykoseoxydasepraparate wirken auf Saccharose, weil die 
Saccharose hydrolysiert und die dabei gebildete Glykose von der 
Glykoseoxydase zu Glykonsdéure oxydiert wird. Wenn das Enzym- 
praparat erst 30 Minuten auf 70° erwarmt wird, so da die Saccharase, 
aber nicht die Glykoseoxydase vernichtet wird, wird Saccharose nicht 


angegriffen. 

3. Glykoseoxydasepraparate wirken auf Maltose, aber die Wirkung 
wird hier — im Gegensatz zu dem, was bei Saccharose der Fall war 
teilweise durch eine direkte Oxydation von Maltose verursacht, doch 
nicht mittels Glykoseoxydase, sondern mittels eines Enzyms, das 
Maltoseorydase genannt werden mubB. Maltoseoxydase ist thermolabiler 
als Glykoseoxydase und oxydiert mit atmospharischem O, Maltose 
zu einer nichtreduzierenden Verbindung. 

aR* 
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4. Glykoseoxydase wirkt nicht auf Glykuronséure und Athy. 
alkohol. Nach den bis jetzt ausgefiihrten Versuchen vermag Glykose- 
oxydase nur einen Stoff zu oxydieren, dessen Konfiguration an den 
C-Atomen 1 und 6 dieselbe wie bei Glykose ist. 


5. Monojodessigséure beeintrachtigt weniger die Wirkung von 
Glykoseoxydase als die von Zymase. 


6. Die Glykoseoxydasepraparate enthalten von den bekannten 
Dehydrasen nur Apfelsduredehydrase, indem nur Apfelséure die Re- 
duktion von Methylenblau durch Glykoseoxydasepraparate _ be- 
schleunigt. Glykose, Fructose, Glykonséure und andere hemmen dic 
Reduktion von Methylenblau durch Glykoseoxydasepraparate. 
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Uber die Methylglyoxalyl-essigsiure 
und ihre Dismutation durch Bacterium coli. 


Von 
Stig Veibel'. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 17. Januar 1931.) 


Im Zusammenhang mit den Stoffwechselvorgingen bei Pflanze 
und Tier haben die Erscheinungen der Dismutation in den letzten Jahren 


eine immer gréBere Bedeutung erlangt. Die nach dem Schema einer 


Oxydoreduktion sich vollziehende biochemische Reaktion ist nicht 
auf gew6hnliche Aldehyde beschrankt, sondern erstreckt sich auch auf 
Ketonaldehyde*. Die bisherige Einsicht in die sich abspielenden Pro- 
zesse ist hauptsachlich durch Untersuchungen am Methylglyoxal- und 
Phenylglyoxal-hydrat gewonnen. Vor einiger Zeit haben Newberg und 
Collatz* gezeigt, daB die komplizierter gebaute Meth ylglyoxal yl-essigsdure 
ebenfalls der biochemischen Dismutation unterliegt. Durch die Keton- 


_ aldehydmutase der Hefe wird die genannte Saure in eine Di-carbonsaure, 


die d-x-Oxy-glutarsdure, umgewandelt : 
COH.CO.CH,.CH,.COOH + H,O 
- COOH. CHOH.CH,.CH,. COOH. 

Die Dismutation verlauft asymmetrisch, indem die von den genannten 
Autoren in einer Ausbeute von rund 50°, erhaltene Oxysdure nahezu 
optisch rein war. 

Nach Analogie zu den Vorgangen bei der Dismutation des Methyl- 
glyoxals und Phenylglyoxals war zwar zu erwarten, dafs der Ertrag, 
der sich nur auf etwa 50°, der Theorie belief, in Wahrheit héher ist, 
weil bei den einfachen Ketonaldehyden quantitative Umsetzungen 


' Fellow of the Rockefeller Foundation. 

* Literatur siehe bei C. Neuberg u. E. Simon, Ketonaldehydmutase, 
Methodik der Fermente 1928, S. 1311. 

3 C. Neuberg u. H. Collatz, diese Zeitschr. 225, 242, 1930. 
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erzielt werden. Noch nicht ausreichende Scharfe der Bestimmungs- 
methoden muBten daher fiir jenes Ergebnis in erster Linie verantwort- 
lich gemacht werden; immerhin war a priori nicht auszuschlieBen, dali 
ein Teil der im Versuch vollkommen verschwindenden Methylglyoxaly]- 
essigsdure auf andere Weise verarbeitet, d. h. nicht einfach zur «-Oxy- 
siure dislociert war. 

Ob die Dismutation der genannten Ketonaldehydsaure auch, 
mit anderen Zellen als Hefen ausfiihrbar ist, war unbekannt. Auf Ver- 
anlassung von C. Neuberg habe ich deshalb gepriift, ob dem B. coli, 
dessen Gehalt an Ketonaldehydmutase feststeht!, auch die Methy!- 
glyoxalyl-essigsaure als Substrat dienen kann. Dabei sind die ana- 
lvtischen MaBnahmen weiter ausgebildet und folgende Resultate 
erzielt worden: 

d-x-Oxyglutarsaure entstand unter dem EinfluBb des erwahnten 
Bakterienmaterials (frisch geziichteter Erreger) in einer Ausbeute von 
rund 80°. Diese wurde ermittelt durch Wagung des analysenreinen 
Zinksalzes: sie ist in Wirklichkeit héher zu veranschlagen, da _ die 
Isolierung des genannten Salzes (s. S. 440) natiirlich nicht ohne Verluste 
méglich ist. Die optische Reinheit der in der erwaihnten Form ab- 
geschiedenen g-Oxysaure reichte bis 96°. 

Damit ist erwiesen, daB Bact. coli die Dismutation der Methy|- 
glyoxralyl-essigsdure fast quantitativ vollzieht und daB dabei eine asym- 
metrische Biosynthese im Spiele ist, indem ausschlieBlich die in Form 
ihres Natriumsalzes rechtsdrehende Sdure in praktisch vdlliger Reinheit 
auftritt. 

Der Effekt ist also der gleiche wie bei dem Vorgang, der zur quanti- 
tativen Entstehung von optisch reiner aktiver Milchsaure oder Mandel- 
sAure aus strukturell inaktivem Material fiihrt?. — 

Bei dieser Gelegenheit wurden einige fiir die Erkennung ode: 
Abscheidung der Methylglyoxalyl-essigsiure wichtige Eigenschaften 
derselben festgestellt. Wie schon Neuberg und Collatz (a.a.O.) an- 
gegeben haben, liefert die Siure mit einer essigsauren Lésung von 
p-Nitrophenylhydrazin eine charakteristische scharlachrote Fallung; 


' CO. Neuberg u. G. Gorr, diese Zeitschr. 162, 490, 1925 

2 Uber die in den Arbeiten von Neuberg (1913) sowie in den daran 
angeschlossenen Mitteilungen von P. Mayer (1926), Simon (1926), Kobel 
(1927), Molinari (1928) beschriebenen, durch eine Bindung von Ferment 
bzw. Substrat an optisch-aktive Zellinhaltsstoffe erklirten Tatsachen siehe 
die Literatur bei LE. Widmann, diese Zeitschr. 216, 475, 1929. Das Phino 
men ist, wie betont sei, dem Wesen und Resultat nach ganz verschieden von 
der asymmetrischen halbseitigen Glucosid- oder Ester-hydrolyse bzw. deren 
Umkehrungen. 
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letztere besteht aus dem Bis-p-nilro-phenylhydrazon der Saure, das man 
durch Umkristallisieren aus Nitrobenzol analysenrein erhalt. 

Auch das entsprechende Bis-2, 4-di-nitro-phenylhydrazon wurde 
gewonnen. Es zeigte die merkwiirdige Fahigkeit, beim Umkristallisieren 
aus Pyridin eine Doppelverbindung mit dieser Base zu geben ; die Pyridin- 
verbindung ist im festen Zustande durchaus bestaéndig und enthalt 
die Konstituenten im molekularen Verhaltnis. Die Verbindung ist 
so widerstandsfahig, dab sie aus Eisessig auskristallisieren kann, ohne 
Pyridin zu verlieren, wohl aber bewirkt Natronlauge Spaltung in die 
Bestandteile. 

Beim Umkristallisieren des Bis-2, 4-di-nitro-phenylhydrazons aus 
Nitrobenzol bildet sich gleichfalls eine sehr bestandige Doppelverbindung, 
der durch Behandlung mit Alkohol und Ather das Nitrobenzol nicht ent- 
zogen wird. Die Zerlegung erfolgt erst bei Einwirkung von Wasserdampf 
in alkalischer Lésung. In dem schén kristallisierten Additionsprodukt 
sind die Komponenten in aquimolekularer Menge vereint. Es handelt 
sich hier um eine Molekilverbindung. Beachtenswert erscheint der 
Unterschied zwischen dem gewoéhnlichen Bis-p-nitro-phenylhydrazon 
und dem Bis-2, 4-di-nitro-phenylhydrazon. Die Haufung der Nitro- 
gruppen bedingt also im letztgenannten Falle die Neigung zur Bildung 
des erwihnten Komplexes mit Nitrobenzol. 


Versuchsteil. 


Methylglyoxalyl-essigsaure wurde nach den bei Newberg und 
Collatz (1. c.) gemachten Angaben dargestellt. 


Meth ylglyoxal yl-essigsdure-bis- [p-nitro-phen ylh ydrazon J. 

50 com etwa 0,2 n Methylglyoxalyl-essigsaure-losung (= etwa 1,30 g 
Sdure) wurden mit einer Lésung von 3,83 g p-Nitro-phenylhydrazin 
(2', mol) in 115 cem 50° ,iger Essigsiure hei versetzt. Nach zwei- 
stiindigem Erwarmen auf dem Wasserbad wurde die leuchtend schar- 
lachrote Fallung abgesaugt, mit Essigsiure, Wasser, Alkohol sowie Ather 
gewaschen und dann im Vakuum iiber KOH getrocknet. 

Die Substanz wurde in heiBem Pyridin gelést und durch EKisessig 
zur Abscheidung gebracht. Dabei zeigte sich, daB selbst nach Trocknung 
im Hochvakuum (iiber P,O; bei 56°) noch etwas Pyridin der Substanz 
anhaftete. Dagegen 1aéBt sich dieses Bis-hydrazon aus Nitrobenzol ohne 
Komplikationen umkristallisieren. 

1 Teil Bis-hydrazon wurde durch Erwarmen in 50 Teilen Nitro- 
benzol gelést. Die Fliissigkeit wurde hei® filtriert und das Bis-hydrazon 
dann durch Zugabe des gleichen Volumens Toluol als Masse orange- 
roter Kristallnadeln ausgefallt. Nach dem Abkihlen und Absaugen 
wurde mit Alkohol und Ather gewaschen. 
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Zur Analyse wurde die Substanz noch zweimal aus Nitrobenzol 


umkristallisiert und dann im Hochvakuum iiber P,O; bei 56° getrocknet. 


4,700 mg Substanz: 8,850 mg (O,, 1,71 mg H,O. 


4,998 ., = 9,355 ,, CO,, 1,88 ., H,O. 
2,107 ., - 0,398 com N, (746mm, 22°). 
S.70i 0,478 ,, N, (764 ,, , 24°). 
CygH gOgNe. Ber.: C 50,97. H = 4,03, N = 21.01%; 
(400,2) gef.: C = 51,37, H = 4,07, N 21,45 %,. 


C = 51,06, H = 4,21, N = 20,45%. 


Bei 265° wird die Substanz dunkel und sintert etwas zusammen. 
bei 270 bis 271° schmilzt sie unter Zersetzung. 


Meth ylglyoxalyl-essigsdure-bis[-2, 4-di-nitro-phenylh ydrazon ]. 


50 com etwa 0,2n Methylglyoxalyl-essigsdure-losung (= etwa 
1,30 g Saure) wurden mit einer warmen Lésung von 7 g 2, 4-Di-nitro- 
phenylhydrazin (3'/, mol)! in 420cem 2n HCl versetzt. Nach 
'', Stunde wurde abgesaugt, mit verdiinntem HCl, Wasser, Alkohol 
nebst Ather gewaschen; darauf wurde die Substanz im Vakuum iiber 
KOH getrocknet. 


a) Umkristallisation aus Pyridin-Eisessig. 

Das getrocknete Bis-di-nitro-phenylhydrazon wurde in 15 Teilen 
kochendem Pyridin gelést, hei®B filtriert und nach dem Abkihlen mit 
30 Teilen Eisessig versetzt. Nach vollstandigem Erkalten wurde ab- 
gesaugt und mit Alkohol und Ather gewaschen. Nach zweimaliger 
Umkristallisation wurde im Hochvakuum iiber P,O, bei 56° getrocknet. 

Die Substanz enthalt noch Pyridin; beim Erwarmen mit verdiinntem 
NaOH wurde es deutlich wahrnehmbar. Die Analyse bestatigte, dab 
eine Pyridinverbindung des Bis-hydrazons vorliegt. Dieses Pyridin- 
produkt vertragt also das Umkristallisieren aus Eisessig. Ob die Base 
komplex oder salzartig gebunden ist, bleibe dahingestellt. 


4,832 mg Substanz: 8,330 mg CO,, 1,48 mg H,O. 


2.500 ,, a 0,502 cem N, (741 mm, 22°). 
CyQHyOioNg-CsH;N. Ber.: C = 46,38, H = 3,36, N 22,15%3 
(569,2) gef.: C = 47,03, H = 3,43, N 22,65 %. 


0,4292 g Substanz wurden mit 8 ccm 0,5 n NaOH iibergossen und 
mit Wasserdampf destilliert. Das Pyridin wurde in n/10 HCl anf- 
gefangen und der Uberschu8 von HCl durch Titration mit NaOH 
(Indikator: Methylorange)? bestimmt. Verbraucht wurden 7,52 ccm 
n/10 HCl. Somit ist 1 mol Pyridin in 570,7 g Salz (ber. 569,2) enthalten. 


! Trotz des Uberschusses entstand kein Hydrazin-salz. 
2 J. M. Kolthoff, diese Zeitschr. 162, 289, 1925. 
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Die Pyridin-verbindung besteht aus dunkelroten Kristallen, die 
bei 252 bis 253° unter Zersetzung schmelzen. 


b) Umkristallisation aus Nitrobenzol. 


Das Bis-hydrazon wurde durch Erwarmen in 20 Teilen Nitrobenzol 
gelést. Die Lésung wurde heiB filtriert, dann wurden 30 Teile Toluol 
zugegeben. Nach dem Abkiihlen wurde abgesaugt, mit Alkohel und 
Ather gewaschen und im Vakuum iiber KOH und Paraffin getrocknet. 
Zur Analyse wurde zuletzt im Hochvakuum iiber P, O, bei 56° getrocknet. 


4,872 mg Substanz: 8,130 mg CO,, 1,43 mg H,O. 
S261 ... Re 0,431 com N, (746mm, 22,5°). 


C')97H 1g@O1eN,-(CgH;NO,. Ber.: C = 45,01, H 12, N = 20,56%; 
(613,2) gef.: C = 45,52, H = 3,28, N — 20.70%. 

l,l g Substanz wurden mit S8cem 0,5n NaOH iibergossen und 
mit Wasserdampf destilliert. 0,2 cem Nitrobenzol konnten in einem 
fein graduierten MeBzylinder aufgesammelt werden (ber. 0,2 ccm). 
Das abgehobene Nitrobenzol wurde mit Sn+- HCl reduziert und das 
Anilin nach Ubersittigen mit NaOH durch Ather extrahiert. Dab 
wirklich Anilin vorlag, wurde gezeigt durch die 

a) Diazotierung und Koppelung mit £-Naphthol, 

b) Fallung mit Bromwasser, 

¢) scharlachrote Fallung = mit 1, 2-naphthochinon-4-sulfon- 
saurem Na. 

Das Bis-di-nitro-phenylhyvdrazon liefert also eine Molekiilverbindung 
mit Nitrobenzol. Soweit ich sehen kann, ist dies das erste Beispiel 
von Molekilverbindungen des Nitrobenzols mit einem Osazon bzw. 
Di-hydrazon. 

Die Molekiilverbindung bildet hellrote Kristalle, die schnell er- 
warmt bei 245 bis 250° unter Zersetzung schmelzen; langsam erwarmt 
farben sie sich bei 215° dunkel und zersetzen sich dann bei 245 bis 246°. 


Dismutationsversuche. 
a) Vorversuch. 

x) Hauptansatz. 

43 ccm Methylglyoxalyl-essigsaure-lésung, 1,73 g Saure enthaltend 
(bestimmt durch das Bis-p-nitro-phenylhydrazon), 

6,78 g Coli-bakterien! (Trockengewicht), 
10 g keimfreies CaCO,, 
10 cem Toluol, 
mit sterilem Leitungswasser auf 1000 ccm aufgefiillt. 


' In wiederholt angegebener Weise auf Wiirze-agar plus Fleisch- 
extrakt-agar geziichtet und frisch verwendet. 
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p) Wontrollansatz. 
2,1 cem Saure, 
0,5 g¢ CaCQg, 
0,5cem Toluol, 


mit Leitungswasser auf 50 ccm aufgefiillt. 


Die Gemische wurden im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. 
Nach 40 Stunden war mit p- Nitro-phenylhydrazin -acetat im 
Hauptansatz praktisch kein Ausgangsmaterial mehr nachweis- 
bar; nach 64 Stunden fiel die Reaktion vollkommen negatiy 
aus. Im Kontrollansatz war die Ketonaldehydsiure unverandert 
geblieben. 

Die Isolierung der gebildeten x-Oxy-glutarsiure geschah genau 
so, wie bei Neuberg und Collatz beschrieben ist. Zur Darstellung des 
Zinksalzes wahlte ich den Weg iiber das Barium-salz. 

Beim Zentrifugieren der Urldsung wurden 940 ccm klare Fliissigkeit 
erhalten. Hieraus wurden 3,43 g lufttrockenes Bariumsalz isoliert 

3,65 g fir den ganzen Ansatz. Der Bariumgehalt war 41,42°,, 
(ber. 48,48 °,,): hieraus ergibt sich eine Ausbeute an 100°, igem Ba- 
Salz von 82°, der Theorie. 

3.30 g Ba-Salz wurden mit ZnSO, umgesetzt. Erhalten wurden 
1.83 g¢ Zn-Salz, d.h. 2,02 g fiir den ganzen Ansatz oder 56,0°,, der 
Theorie. 

Das Zinksalz wurde aus viel kochendem Wasser umkristallisiert. 

0,1425 g lufttrockenes Salz lieferten bei 130° 6.0293 ¢ H,O und hinter- 
lieBen beim Glithen 0.0432 g¢g ZnO. 

. C;H,O,Zn + 3H,O: Ber.: H,O = 20,37, Zn = 24,62; 
265.5) gef.: H,O 20.56. Zn 24,36 %. 

Zur Priifung der optischen Aktivitét wurde das Zinksalz in das 
Natriumsalz verwandelt. Aus 1,30 ¢ Zn-Salz wurden 0,86 g¢ Na-Nalz 
erhalten, d. h. 91,5°,, der Theorie. 


0.1656 ¢ Salz hinterlieBen beim Abrauchen mit Schwefelséure 0.1216 ¢ 
Na, SO,. 


Na. Ber.: 23,95; gef.: 23,78 %. 
[x }3} 8,099 
(x = 0,83°, 1 lec 10,256). 


Aus den Daten der Literatur ergibt sich als Mittelwert [x], = 5,4° 
die optische Reinheit betrug also 96°. 
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b) Hauptrersuch. 
x) Hauptansatz. 
125cem Saurel6sung 185g Saure (durch das _ Bis-p-nitro- 
phenylhydrazon bestimmt), 
7,82 g Coli-bakterien! (nach dem Trockengewicht), 
lO g CaCOs, 
1l0cem Toluol, 
mit sterilem Leitungswasser auf 1000 ccm aufgefiillt. 


Bp) Kontrollansatz. 

6,l cem Saurelésung (= 0,092 g Saure), 

0.9 g CaCO, 

0.5cem Toluol, 

mit Leitungswasser auf 50 ccm aufgefiillt. 

Die Gemische wurden im Brutschrank bei 37° belassen. Nach 
44 Stunden war mit p-Nitro-phenylhydrazin-acetat unverandertes Aus- 
gangsmaterial kaum mehr erkennbar; nach weiterer 48stiindiger Auf- 
hewahrung bei Zimmertemperatur fiel die Reaktion absolut negativ 
aus. Kontrollansatz unverandert. 

Durch Abschleudern wurden 950 ccm Zentrifugat erhalten. Die Auf- 
arbeitung war genau wie im Vorversuch. Isoliert wurden 4,14 g luft- 
trockenes Ba-Salz mit 43,69°, Ba (ber. 48,48°,,), d. h. 4,35 ¢ fiir den 
ganzen Ansatz. Die Ausbeute an 100°, igem Ba-Salz ware 67,2". 

3,98 g Ba-Salz lieferten nach Umsetzung mit ZnSO, 2,76¢ 
kristallisiertes Zn-Salz, d.h. 3,02 g fiir den ganzen Ansatz oder 80°, 
der Theorie. 

Das Zinksalz wurde zur Analyse nochmals aus viel heibem Wasser 
umkristallisiert. 

0,1538¢ lufttrockenes Salz gaben bei 130° 0,0318 g H,O ab und hinter- 
lieBen beim Glithen 0,0473 g ZnO. 

C;H,0;Zn + 3H,O. Ber.: HzO = 20,37, Zn = 24,62%,. 
(265.5) gef.: H,O 20,68, Zn 24,71 °). 

Zur Polarisation diente das aus dem Zinksalz bereitete Na-Salz. Aus 
1.76 ¢ Zn-Salz wurden 1,27 g Na-Salz erhalten. 

[x]} 7,289 (x 0,75°, L = 1, ¢ = 10,300). 


Die optische Reinheit war hier also 86,7 °%. 


' Die Bakterien waren frisch geziichtet, gut auf der Zentrifuge ve- 
waschen und kamen als feuchte Masse zur Verwendung. 
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Zur Frage des Gehaltes an Ammoniak und dessen Mutter- 
substanzen im Blut und Muskel. 


Von 
E. Freund und B. Lustig. 


(Aus dem  pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung, 


Wien III.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1931.) 


Seitdem Nencki und Zaleski! zum erstenmal den Ammoniakgehalt 
des Blutes bestimmten, schwanken die von verschiedenen Autoren 
mit verschiedenen Methoden gefundenen Ammoniakwerte im Blute, 
sehr stark untereinander. 


Erst die Untersuchungen von Nash und Benedict? und von Parnas 
und seinen Mitarbeitern ergaben, daB der normale Ammoniakgehalt des Blutes 
héchstens bis 0,05 mg-°%% betragt, daB aber im Blute auBerdem_ eine 
Ammoniakmuttersubstanz sich befindet, welche beim Stehenlassen des 
Blutes bis zum 100fachen der oben angegebenen Menge Ammoniak ab- 
spalten kann. Diese Muttersubstanz des Ammoniaks gehért nach den 
Untersuchungen von Parnas und seinen Mitarbeitern® zu dem nichtkolloiden 
stickstoffhaltigen Anteil des Blutserums und ist hauptsachlich in den 
Erythrocyten enthalten. Harnstoff, Aminoséuren und Cyanate kommen 
fiir die Ammoniakmuttersubstanz nicht in Betracht. Erst die Unter- 
suchungen von Mozotowski* im AnschluB an die Arbeiten von Embden 
und seinen Mitarbeitern® und an die Untersuchungen von Parnas® iiber die 
Ammoniakmuttersubstanz des Muskels ergaben, daB die im Blute vor 
handene Adenylsiure einen Teil der Ammoniakmuttersubstanz bildet. 
wobei das Adenin unter Verlust eines Stickstoffatoms in Hypoxanthin 
sich umwandelt. Doch entspricht das in Hypoxanthin umgewandelte 
Adenin nur einem Drittel der gefundenen Ammoniakvermehrung beim 
Stehenlassen des Blutes. Ahnliche Angaben finden wir bei der Unter- 


suchung der Ammoniakmuttersubstanzen des Muskels. Der urspriimgliche 


Arch. de Se. biolog. 4, 191, 1895. 
Journ. of biol. Chem. 48, 463, 1921. 
Diese Zeitschr. 152, 1, 1924; B. 159, 306, 1925; B. 191, 85, 1927. 
Ebendaselbst 206, 150, 1929. 
Ber. ii. d. ges. Phys. 38, 158, 1926; Zeitschr. f. phys. Chem. 167, 
114, 1927. 

6 Diese Zeitschr. 206, 16, 1929. 


- & 


o 








™ 








E. Freund u. B. Lustig: Ammoniakgehalt im Blut und Muskel usw. 443 


Ammoniakgehalt des frischen Muskels ist gering und steigt bei Muskel- 
arbeit oder beim Zerreiben mit physiologischer Kochsalzlésung bis auf 
100 mg-°,, Ammoniak. Die dariiber vorhandene Aaltere Literatur ist aus 
fiihrlich in einer Arbeit von Parnas und Mozotowski' itber den Ammoniak- 
gehalt des Muskels beriicksichtigt. Auch hier erfolgt nach den Arbeiten 
von Embden, Parnas und ihren Mitarbeitern die Vermehrung des Ammoniaks 
teilweise durch Umwandlung des im Adeninnucleotid enthaltenen Adenins 
im Hypoxanthin, doch wie die ausfiihrlichen Untersuchungen von Parnas? 
zeigen, bildet auch hier die gefundene Hypoxanthinvermehrung nur fiir 
einen Teil des entstandenen Ammoniaks eine Erklarung. 

Es muB als auffallend bezeichnet werden, daB keiner der vielen 
Autoren bei diesem langen Streit um den Ammoniakgehalt des Blutes 
das empfindlichste Ammoniakreagens — das Nessler sche Reagens — direkt 
nach kalter EnteiweiBung anwendete. Dieses Reagenz ergibt bei frischem 
Blute nach EnteiweiBung mit Trichloressigsdure nicht die charakteristische 
Gelbbraunfarbung des Ammoniaks, sondern eines Griinfdrbung, die sich 
schlieBlich als griiner Niederschlag absetzt. Erst nach vorherigem Er- 
warmen des Filtrats bei alkalischer Reaktion entsteht mit Nesslerschem 
Reagens die charakteristische braune Fallung des Ammoniaks. Selbst 
Zusatz von 0,1 mg-°,, Ammoniak wird als leichte Verainderung der 
griinen Fallung mit Nesslerschem Reagens bemerkbar. 

Unsere Untersuchungen gingen nun dahin, Blut und Muskel auf das 
Vorhandensein von Ammoniakmuttersubstanzen zu untersuchen, wobei 
wir fiir ihren Nachweis die Reaktion mit Nesslerschem Reagens (griine 
Fallung in der Kalte, braune Fallung nach vorherigem Erwarmen bei 
alkalischer Reaktion) anwandten, unter gleichzeitiger Untersuchung der 
Spezifitat und Verwendbarkeit dieser Reaktion. Alle Versuche wurden 
sowohl mit frischem Blute, wie auch mit Trichloressigséurefiltraten vom 
frischen Rindermuskel gleichzeitig durchgefithrt. Die Trichloressigsadure- 
filtrate des Muskels wurden in der Weise dargestellt, da8 Halsmuskel vom 
Rind sofort nach Tétung des Tieres vom nahe gelegenen Schlachthaus 
noch ganz warm untersucht und nach Verkleinern und Verreiben mit 
Quarzsand und 1 %iger Essigsiure, mit dem gleichen Volumen 20 °,ige Tri- 
chloressigsiure gefallt und filtriert wurde. 

Da das Adeninnucloetid nur fiir einen Teil des entstandenen 
Ammoniaks eine Erklarung bietet, miissen noch andere leicht ammoniak- 
abgebende Substanzen im Blute und Muskel vorhanden sein. Als 
solche kommen in erster Linie Carbaminséureverbindungen in Betracht, 
die iberall dort entstehen, wo CO, und N H, in statu nascendi zusammen- 
treffen und deren Vorhandensein im Organismus bewiesen ist. Wir 
gingen zuerst an den Nachweis von Carbaminséureverbindungen im 
Blute und in neutralisierten Trichloressigsdurefiltraten des Muskels 
heran. Beide wurden nach Drechsel? mit dem vierfachen Volumen 


1 Diese Zeitschr. 184, 399, 1927. 
2 Ebendaselbst 206, 16, 1929. 
3 Malys Jahresber. 5, 66, 1875. 
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Alkohol gefallt, filtriert, dann mit konzentrierter Ca Cl,-Lésung versetzt, 
vom geringen ausgeschiedenen Niederschlag befreit und das Filtrat 
mit Kalilauge bis zur deutlichen alkalischen Reaktion gegen Lackmus 
versetzt. Der ausgefallene Niederschlag wurde nach 4 Stunden ab- 
filtriert, mit Alkohol nachgewaschen und dann iiber Schwefelséure im 
Vakuum getrocknet. Dieser Niederschlag enthalt neben kohlensaurem 
Kalk auch die Carbaminséure in Form ihres Kalksalzes. Die Einwande 
von Nolf! gegen die Carbaminséiurebestimmung von Drechsel, daB bei 
Anwesenheit von gréBeren Ammoniakmengen in Gegenwart von Kohlen- 
siure ein, wenn auch geringer Teil, als Carbaminséure gefallt wird, 
fallen bei unseren Versuchen weg, da bei Verarbeitung von wasserigen 
Lésungen mit solch geringen Gesamtammoniakmengen wie im Blute 
und Muskel Ammoniakstickstoff in der Drechslerschen Fallung nicht 
gefunden werden kann. Die aus Blut oder Muskel gewonnenen Carbamin- 
sdureniederschlige geben beim Versetzen mit Nesslerschem Reagens 
neben der Calciumcarbonatausfallung einen griinen Niederschlag, det 
beim Stehen oder beim vorherigen Erwarmen bei alkalischer Reaktion 
in den braunen des Ammoniaks tibergeht. Die Carbaminsaurenieder- 
schlage wurden unter Kiihlung mit verdiinnter Schwefelséure zersetzt. 
die iiberschiissige Schwefelsiure mit Bariumcarbonat entfernt. Die 
Lésung gab die Molisch-Reaktion auf Kohlenhydrate und die Kra/ftsche 
Reaktion auf Pentosen, wahrend die Millonsche und die Xantho- 
proteinreaktion negativ waren. Nach Entfernung des anorganischen 
Phosphors mit Magnesiamixtur und Veraschung mit Newmannschem 
Sauregemenge konnte organisch gebundener Phosphor nachgewiesen 
werden. Das Filtrat wurde nach der Vorschrift von Parnas? mit ge- 
saittigter Uranylacetat- und Natriumphosphatlésung gefallt und filtriert, 
der Niederschlag in verdiinnter Schwefelséure gelést und sowohl das 
Filtrat, als auch der Niederschlag nicht nur direkt, sondern auch nach 
vorherigem Erwarmen bei alkalischer Reaktion mit Nesslerschem 
Reagens versetzt. Wahrend bei den in alkalischer Lésung erwarmten 
Proben, sofort der braune Niederschlag des Ammoniaks entstand, war 
bei den anderen ein griiner Niederschlag vorhanden, wobei bei dem 
Uranniederschlagion die gelbe Farbe der Uransalze die Farbung teil- 
weise verdeckte. 

Es konnte also durch diese Versuche das Vorhandensein von 
Carbaminsaureverbindungen nachgewiesen werden, wobei aber wahr- 
scheinlich auch organische Phosphorverbindungen (Adeninnucleotid ’ 
im Drechslerschen Niederschlag vorhanden sind. Gegen das Vorhanden- 
sein der reinen Carbaminsaure oder ihrer anorganischen Salze spricht da- 


' Zeitschr. f. phys. Chem. 23, 505, 1897. 
2 Diese Zeitschr. 206, 17, 1929. 
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Verhalten dieser in wasseriger Lésung, in welcher sie sofort zu Kohlen- 
siure und Ammoniak zerfallen, was durch den braunen Niederschlag 
mit Nesslerschem Reagens bewiesen werden kann. Wir konnten bei 
keinem Versuch, bei welchem carbaminsaurer Kalk in’ wasserige1 
Losung bei verschiedener Reaktion gelést wurde, den griinen Nessler- 
Niederschlag erhalten. 

Unsere Untersuchungen gingen nun dahin, einerseits den Beweis 
fiir den Zusammenhang zwischen dem griinen Nessler-Niederschlag und 
der Ammoniakmuttersubstanz zu erbringen, andererseits das Verhalten 
der carbaminsauren Salze nach ihrem Zusatz zu Blut, Muskel oder 
zu deren Trichloressigsdurefiltraten zu erforschen, da, falls die 
carbaminsauren Salze in diesen Lésungen die gleichen Eigenschaften 


gegeniiber dem Nesslerschen Reagens wie die rein wasserigen Lésungen 
zeigen, ihr Vorhandensein im Blute oder Muskel fraglich wire. 


Die Untersuchung wurde in der Weise ausgefiihrt, daB bei gleichen 
Mengen Blut in einem Teile carbaminsaures Calcium aufgeschwemmt 
und dann mit Trichloressigsaure gefallt und filtriert wurde. Ebenso wurden 
zu abgemessenen Mengen der Trichloressigséurefiltrate von Blut und 
Muskel carbaminsaures Calcium in wechselnden Mengen zugegeben. Alle 
diese LOsungen wurden dann mit der gleichen weitaus geniigenden Menge 
Nesslerschem Reagens gefallt. Bei allen Versuchen, bei denen carbamin- 
saures Calcium zugegeben wurde, konnte eine Vermehrung des griinen 
Niederschlags proportional der zugesetzten Carbaminséiuremenge beobachtet 
werden. Wurden die Lésungen vor Zugabe des Nesslerschen Reagens bei 
alkalischer Reaktion erwarmt, so entstand bei Versetzen mit diesem der 
braune Ammoniakniederschlag. Da die Ammoniakmuttersubstanz beim 
Erhitzen in saurer Lésung kein Ammoniak abspaltet, wurde zum _ Tri- 
chloressigsaurefiltrat des Muskels carbaminsaurer Kalk zugegeben und die 
Lésung eine halbe Stunde am Wasserbad erwiirmt. Es konnte auch bei 
diesen Versuchen mit Nesslerschem Reagens keine Abspaltung von Ammoniak 
beobachtet werden. Die Carbaminsaéure wird auf Grund dieser Versuche 
in dem in der Kalte enteiweiBten Blute oder Serum, im CGegensatz zu ihren 
wasserigen Lésungen, nicht in Ammoniak umgewandelt. Auf die Ursachen 
dieser Erscheinungen werden wir bei spateren Versuchen zuriickkommen. 
Bei den Trichloressigsaurefiltraten des Muskels wird manchmal infolge des 
Vorhandenseins reduzierender Substanzen beim Versetzen mit Nesslerschem 
Reagens die griine Fallung teilweise zu Quecksilber reduziert und teilweise 
in den Ammoniak Nessler-Niederschlag umgewandelt. Es kann dies um- 
gangen werden, indem entweder die Lésungen mit Nesslerschem Reagens 
nur bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt werden, oder die Losung 
nach genauer Neutralisation mit Lauge mit wenig Ness/erschem Reagens ver- 
setzt wird ; der Niederschlag wird nach der Reduktion abfiltriert und im Filtrat 
mit frischem Nesslerschem Reagens der griine Niederschlag neu gefallt. Auf- 
fallend ist, daB, wahrend der Ammoniakniederschlag mit Nesslerschem 
Niederschlag sofort entsteht, der gritne Niederschlag eine langere Zeitdauer 
his zu seiner vollstandigen Ausfallung benétigt. Die Menge des griimen 
Niederschlags ist in den Trichloressigsaurefiltraten des Muskels reichlicher 
als im Blute vorhanden. Es wurden dann gréBere Mengen Trichloressig- 
siurefiltrate von Blut und Muskel mit Ness/erschem Reagens gefallt. die 
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griinen Niederschlage abfiltriert und mit 10° iger Natriumsulfatlésung bi 
zum Verschwinden der alkalischen Reaktion im Waschwasser gewaschen. [1 
diesem Zustande waren die Niederschlage wochenlang haltbar. Die Niede: 
schlage wurden dann in verdiinnter Schwefelsaure gelést, mit Schwefelwasse: 
stoff entquecksilbert, der Schwefelwasserstoff durch Luftdurchsaugen ver 
trieben und die iiberschiissige Schwefelsiure mit Bariumcarbonat entfernt 
Die Lésung gab mit Nesslerschem Reagens wieder den griinen Niederschlag, 
der beim Erwarmen braun wurde. In der Lésung waren Molisch-Reaktior 
auf Kohlenhydrate, Krafts Pentosenreaktion positiv, ebenso konnte orga 


nisch gebundener Phosphor, sowie mit Phosphorwolframsiure-Salzsaure 


fallbare Substanz nachgewiesen werden. Aus dem Filtrat wurde der Carh 
aminsaureniederschlag nach Drechsel erhalten, aus welchem nach Ze 
setzung wieder die griine Nessler-Fallung bekommen wurde. Die Haupt 
menge des Filtrats wurde nach der Vorschrift von Parnas mit Urany| 
acetat-Natriumphosphat gefallt und filtriert. Es konnten sowohl im Niede1 
schlag wie auch im Filtrat griine Nessler-Niederschlage gebende Substanzer 
nachgewiesen werden, welche beim Erwarmen in die braunen Fallungen 
des Ammoniakniederschlags iibergingen. 

In unseren weiteren Untersuchungen suchten wir nun das Vor 
handensein von Carbaminsaéureverbindungen nach Entfernung des Adenin 
nucleotids nachzuweisen, sowie festzustellen, ob zugegebene Carbaminsaéure 
nach Entfernung des Adeninnucleotids im Drechslerschen Niederschlag 
wiedergefunden werden kann. (Cleichzeitig erfolgte die nihere Untersuchung 
und die Identifizierung des Uranniederschlags. GréBere Mengen der Tri 
chloressigsaiurefiltrate vom Blut und Muskel wurden in je zwei gleiche 
Portionen geteilt und zu je einer Portion | g carbaminsaures Calcium zu 
gegeben. Die Lésungen wurden dann genau neutralisiert, mit Urany!- 
acetat-Natriumphosphat gefallt. der Niederschlag abzentrifugiert und 
mehrere Male mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Waschwiisser 
wurden vernachlassigt. Die Filtrate wurden nach Drechsel mit dem vier 
fachen Volumen Alkohol gefallt, wobei ein geringer, die griine Nessler-farbe 
gebender Niederschlag ausfiel, welcher abfiltriert wurde. Nach Zugalhe 
der konzentrierten Calciumchloridlésung zum Filtrat, wobei keinerle: 
Fallung entstand, wurde die Carbaminsaiure durch Versetzen mit Kalilauge 
bis zur schwach alkalischen Reaktion gegen Lackmus ausgefallt. Der 
Niederschlag wurde mit Alkohol nachgewaschen und iiber Schwefelséure 
im Vakuum getrocknet. Das Calcium wurde dann durch Zersetzen mit 
verdiinnter Schwefelséure unter Kiihlung, die tiberschiissige Schwefelsaure 
mit Bariumecarbonat entfernt. Die Lésung gab dann die griine Nessler 
Reaktion. Zugesetzte Carbaminsiure vermehrte die Menge des Drechsel 
schen Niederschlags. 

Der Uranylphosphatniederschlag wurde nach Parnas! durch Kochen 
mit 10%iger Schwefelséure, Fallen mit Kalilauge, Filtrieren und Wiede: 
auflésen und Fallen des Uranniederschlags zersetzt. Das Filtrat gab mit 
, Nessler“ Griinfarbung (nach vorherigen Erwarmen bei alkalischer Reaktion 
braune Fallung), so daB keinerlei Zersetzung der Ammoniakmuttersubstanz 
anzunehmen ist. In einem Teil des Filtrats wurde nach Entfernung des 
anorganischen Phosphors mit Magnesiamixtur organisch gebundene: 
Phosphor nachgewiesen. Ebenso war die Pentosenreaktion nach Kraft positi\ 
Die Lésung wurde dann genau neutralisiert, mit verdiinnter Schwefelséure 


! Diese Zeitschr. 207, 17, 1929. 
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schwach kongosauer gemacht, 3 Stunden bei 115° im Autoklaven erhitzt. 
Nach dem Abkiihlen wurde die Lésung mit ammoniakalischer Silber- 
losung gefallt, zentrifugiert, der Niederschlag dreimal mit verdiinntem 
Ammoniak gewaschen, dann mit Salzséure zersetzt. Die salzsaure Lésung 
wurde vorsichtig eingeengt und im warmen Luftstrom getrocknet. Der 
Riickstand wurde dann in méglichst wenig Wasser aufgenommen und mit 
gesittigter Natriumpikratlésung gefillt. Der Niederschlag dann fiinfmal 
mit destilliertem Wasser gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. 
Er zeigt im Mikroskop kristallinisehe Nadeln und hat einen Zersetzungs- 
punkt von 278°, welche mit dem des Adeninpikrats (279 bis 281°) iiber- 
einstimmt. Es konnte also im Uranniederschlag organisch gebundener 
Phosphor, Pentosen und Adenin nachgewiesen werden. 

Da die Adeninnucleotidlésung auBerdem mit Nesslerschem Reagens 
in der Kalte eine griine Fallung, bei vorherigem Erwarmen bei alkalischer 
Reaktion die Braunfirbung des Ammoniaks ergibt, so ist hierdurch 
der Nachweis des Zusammenhangs der griinen Fillung mit ,,Nessler“ 
nicht nur fiir die Carbaminséiureverbindungen, sondern auch fiir das 
nach Parnas dargestellte Adeninnucleotid erbracht. 

Nachdem durch die bisherigen Untersuchungen einerseits der 
Nachweis von Carbaminsaureverbindungen als Muttersubstanzen des 
Ammoniaks im Blute oder Muskel neben dem Adeninnucleotid erbracht 
wurde, andererseits die Spezifitat der griinen Nessler-Fallung fiir die 
Ammoniakmuttersubstanzen erwiesen wurde, gingen unsere weiteren 
Versuche dahin, die Ursache der Bindung der Carbaminsaure im Blute 
und Muskel zu erforschen. Es ist namlich, wie schon friiher erwahnt 
wurde, auffallig, daB Carbaminsalze in wasserigen Lésungen unabhangig 
von der aktuellen Reaktion vollkommen zersetzt werden, dieselben 
Salze dem Blute oder Muskel oder deren Trichloressigsaurefiltraten 
zugegeben, bei saurer Reaktion auch beim Erhitzen auf dem Wasserbad 
haltbar sind. Zu diesem Zwecke wurde zuerst eine Reihe zum Teil 
auch im Blute vorhandener Substanzen sowohl direkt, wie auch nach 
vorherigem Erwarmen bei alkalischer Reaktion mit Nesslerschem 
Reagens versetzt. Untersucht wurden Pseudoglobulin wasserléslich. 
Pepton-( Witte), Kreatin, Harnstoff,Glykokoll, 7-Methylhypoxanthin und 
7-Methyladenin. Das Ergebnis dieser Versuche war, da alle Substanzen 
mit Ausnahme des Kreatins mit Nesslerschem Reagens sowohl direkt. 
wie auch nach vorherigem Erwarmen bei alkalischer Reaktion nur 
weiBe, oder schwach gefarbte Niederschlige ergaben, welche sich von 
der griinen Fallung der Ammoniakmuttersubstanzen, wie auch der 
braunen des Ammoniaks, vollkommen unterschieden. Das Kreatin 
gab eine griine Fiarbung, welche aber sehr schnell einer grauen Queck- 
silberfallung wich. Es wurden nun die wasserigen Lésungen der oben 
genannten Substanzen mit Essigsiure angesiuert und dann mit carbamin- 
saurem Calcium versetzt. Die Lésungen wurden wie oben mit Nessler- 
schem Reagens untersucht. Alle Lésungen, welche vorher bei alkalischer 
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Reaktion erwirmt waren, gaben einen braunen Ammoniakniederschlag. 
Bei direkter Zugabe ohne vorheriges Erwarmen gaben Kreatin, Harn- 
stoff, Pepton die gleichen Fallungen wie ohne carbaminsaures Calcium. 
7-Methylhypoxanthin gab eine braune Fiallung, 7-Methyladenin ein 
griinliche gallertartige Fallung. Glykokoll und wasserlésliches Pseudo- 
globulin gaben griine Fallungen ahnlich denen der Ammoniakmutter- 
substanzen. Die Zersetzung der Carbaminséure scheint demnach 
infolge Anlagerung an Substanzen des Blutes verhindert zu werden. 

Qualitativ durchgefiihrte Versuche ergaben, daB das Adenin- 
nucleotid hauptsachlich in den Blutkérperchen, dagegen die Carbamin- 
siureverbindungen mehr im Serum vorhanden sind. Die Abspaltung 
des Stickstoffs von Adenin scheint nicht in Form von Ammoniak. 
sondern als Carbaminséure stattzufinden. 

Zusammenfassend glauben wir nachgewiesen zu haben, daB neben 
dem Adeninnucleotid Carbaminsaureverbindungen als Ammoniakmutter- 
substanzen im Blute und Muskel vorkommen. Die Ammoniakmutter- 
substanzen geben mit Nesslerschem Reagens eine griine Fallung, bei 
vorherigem Erwarmen bei alkalischer Reaktion findet ihre Zersetzung 
zu Ammoniak statt. Im normalen, frischen Blute kann bei kalter 
EnteiweiBung kein freies Ammoniak mit Nesslerschem Reagens nach- 
gewiesen werden. 
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Zur Methodik des Milehzuckernachweises im Harn. 


Von 
E. Freund und B. Lustig. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung, 


Wien III.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1931.) 


Der klinische Nachweis von Galaktose und Milchzucker im Harn 
findet gew6hnlich nach Bauer! statt. Die Methode des Bauerschen 
Nachweises fiir Galaktose ist folgende: 

100 cem Harn werden mit 25 cem konzentrierter HNO, (Dichte 1,4) 
versetzt und bis zum Verschwinden der braunen Dimpfe auf etwa 20 cem 
eingedampft. Die Lésung wird dann mit Wasser verdiinnt, abkiihlen 
gelassen, die ausgefallene Schleimsaéure mit Alkohol und Ather gewaschen, 
getrocknet und gewogen. Mit Hilfe der Methode von Bauer wurden bei 
Galaktose 50 bis 70 % als Schleimsaéure wiedergefunden. Reiner Milch- 
zucker mit HNO, behandelt, ergibt wechselnde Schleimsaureausbeuten. 
Die héchsten Werte finden Kent und Tollens? bei Anwendung der zwdlt- 
fachen Salpeterséuremenge auf den trockenen Milchzucker, und zwar etwa 
38 ¢ auf 100g Milchzucker. 

Die nahere Untersuchung des Reaktionsmechanismus der Bauer- 
schen Methode ergab die interessante Tatsache, da®B nach der 
Bauerschen Zuckerbelastungsprobe (40 bis 100g Milchzucker oder 
Galaktose per os) Schleimsaure in reichlichen Mengen im Urin gefunden 
wird, bei direkter Zugabe von 1 bis 2 g Milchzucker zu 100 cem Urin 
aber keine Schleimsaure zu finden ist. Da nach Milchzuckergaben per os 
Galaktose im Blute gefunden wird, so kénnte die Erklarung fiir das 
vorherige Versuchsergebnis darin liegen, daB bei der Bauerschen Be- 
stimmung in erster Linie die aus dem Milchzucker im Kérper ent- 
standene Galaktose nachgewiesen wird. Andererseits wiederum zeigen 


Zeitschr. f. phys. Chem. 51, 158, 1907. 
2 Zitiert Tollens, Die Kohlenhydrate, III. Aufl., S. 744. 
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1% ige rein wasserige Milchzuckerlésungen, nach Bauer behandelt 
reichliche Schleimséuremengen. Unsere Untersuchungen gingen dahin. 
einerseits die Ursachen dieser Erscheinung aufzuklaren, andererseits 
eine Bestimmung zu finden, mit deren Hilfe man den Milchzucke: 
im Harn erfassen kann. 


Die Versuche wurden in der Weise ausgefithrt, da 100 cem Harn 
+- 1g Milehzucker mit 25 cem konzentrierter HNO, mehrere Male hinte: 
einander im Wasserbad konzentriert und dann in 100 cem Wasser aut 
genommen wurden, andererseits wurden 100 cem Urin + 1 g Milehzucker mit 
50, 75 und 100 cem HNO, behandelt. Alle Versuche, mit Ausnahme des 
Versuchs mit 100 cem HNQ,, ergaben ein vollkommen negatives RKesultat. 
Nur dieser letzte zeigte eine ganz minimale Menge ausgeschiedener Schleim 
siure. Da rein wasserige Milchzuckerlésungen mit H N O, reichliche Schleim 
siuremengen ergeben, so muB die Ursache des Nichtentstehens von Schleim 
siure im Harn auf im Harn vorhandene hindernde Substanzen zuriick 
gefiithrt werden. Diesbeziigliche Versuche durch Zugabe von einzelnen 
Harnsubstanzen zu 1 °Zigen wasserigen Milchzuckerlésungen ergaben, dat) 
Harnstoff oder Ammonsalze in | °jiger Konzentration auch bei Anwendung 
groBerer HN O,-Mengen bei | igen Milchzuckerlésungen die Schleimséure- 
entstehung verhindern. 

Wir halten es fiir notwendig, auf diese negativen Versuche hin- 
zuweisen, weil jiingst in einer klinischen Publikation! mitgeteilt wurde, 
daB nach Injektion von 1 g Milchzucker derselbe fast quantitativ im 
Harn als Schleimsaure nachgewiesen werden konnte. Abgesehen davon, 
daB bei reinem Milchzucker bei besonderen Versuchsbedingungen nur 
ein Drittel als Schleimsiéure bestimmt werden kann, haben wir 
im 6 und 24stiindigen Harn (600 cem) nach subkutaner Injektion von 
1g Milchzucker untersucht und konnten tiberhaupt keine Schleim- 
siure (nach Bauer) im Harn nachweisen. Es scheint uns wiinschens- 
wert, daB jene klinischen Kreise, die sich in der letzten Zeit mit de: 
Frage des Milchzuckernachweises nach Bauer beschaftigt haben 
und negative Ergebnisse erhielten, von diesen Versuchen Kenntnis 
nehmen. 

Es wurde nun auf folgendem Wege versucht, die stérenden Bei 
mengungen zu entfernen. 100 cem Harn + 1 g Milehzucker wurden mit 
Essigsiure angesiuert, mit 10 ccm Bleiessiglésung (10°) gefallt, filtrier 
und mit 0,1°%,iger Essigséure nachgewaschen. Im Filtrat wurde das iibe: 
schiissige Blei durch tropfenweise Zugabe von verdiinnter H,SO, unte: 
Vermeidung eines Uberschusses entfernt. Die Lésung wurde dann mit 
Lauge neutralisiert und bei schwach essigsaurer Reaktion vorsichtig ein 
gedampft. Der Riickstand wurde zwei- bis dreimal hintereinander mit 
100 cem Alkohol aufgekocht, abkiihlen gelassen und der Alkohol abfiltriert 
Durch Behandlung mit Alkohol werden neben dem Harnstoff und Ammon 
salzen auch die iibrigen Zuckerarten entfernt, wahrend Milechzucker in 

kaltem Alkohol praktisch unléslich ist. Der Riickstand wird dann in Wasse! 


1 EF. Bauke, Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 44, S. 1869, 1930. 
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gelést und eventuell filtriert. In der Lésung kann der Milchzucker sowohl 
durch Reduktion der Fehlingschen Lésung wie auch polarimetrisch be- 
stimmt werden. Zugegebener Milehzucker konnte bei einer Fehlerbreite 
von 10% wiedergefunden werden. 


Zusammenfassend ergibt sich, da8 man mit Hilfe der Bauerschen 
Methode vollkommen verlaBlich bei der Zuckerbelastungsprobe mit 
Milchzucker oder Galaktose per os diesen als Schleimsiure im Harn 
bestimmen kann, nicht aber geringere im Harn vorhandene Milch- 
zuckermengen. Es wird ein Verfahren angegeben, welches die Erfassung 
des Milchzuckers erméglicht. 
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Cholin als Schadstoff in kranker Gerste. 


Von 
G. Schroeter und L. Strassberger. 
(Aus dem Chemischen Institut der Tierarztlichen Hochschule Berlin.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1931.) 


Im Herbst des Jahres 1928 wurden von Amerika mehrere Schiffs- 
ladungen Gerste nach Deutschland eingefiihrt, die bei Verwendung 
als Schweinefutter alsbald von vielen Seiten beanstandet wurden: 
Entweder die Tiere verweigerten oder nahmen nur widerwillig die 
vorgelegte Gerste, die Gewichtszunahme war unbefriedigend, viele Tiere 
zeigten Erbrechen oder ahnliche Erscheinungen. Diese Gerste, welche 
meistens als ,, Barley II** bezeichnet wurde, ist daher vielfach untersucht 
worden! mit dem Ergebnis, daB erheblicher Befall der Korner mit 
Pilzen und Bakterien festgestellt wurde. Im R. G. A. (l.c¢.) wurden 
wasserige Extrakte von Barley-II-Gerstenschrot ohne weitere Reinigung 
hergestellt, die bei Eingabe an junge Schweine durch die Nasenschlund- 
sonde Erbrechen hervorriefen; der in diesen Extrakten vermutete Schad- 
stoff konnte aber nicht isoliert und daher seine chemische Natur nicht 
ermittelt werden. Liihrs? vermutet ,,biogene Amine“ und glaubt nach 
den Krankheitserscheinungen bei Verfiitterung der Barley-I1-Gerste auf 
Cholin schlieBen zu sollen. Diese Vermutung ist, wie zu zeigen sein 
wird, wahrscheinlich richtig, aber das |. c. empfohlene indirekte Ver- 
fahren zur Bestimmung von Cholin in kranker Gerste im Vergleic) 
mit gesunder Gerste halt, wie weiter unten erértert, der Kritik nicht 
stand. 

Im Chemischen Institut der Tierarztlichen Hochschule Berlin sind 
auch Extrakte von mehreren Proben solcher schadlichen Barley-II-Gerste 
hergestellt worden; hier wurde aber das Gerstenschrot mit 60 °,igem 
Alkohol kalt ausgezogen und bei der Aufarbeitung und Reinigung dei 
Extrakte mit gebotener Vorsicht gearbeitet, d.h. unter Vermeidung von 
Mineralséuren und Alkalien und unter Anwendung von Vakuum bei allen 


1 Z. B. in der Veterinarabteilung des Reichsgesundheitsamts: Belle 
u. Wedemann, Zeitschr. f. Inf.-Krankh. u. Hyg. d. Haust. 36, 103 (1929): 
daselbst Literatur. 

2 Berl. Tierarztl. Wochenschr. 1928, S. 855. 
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Kinengungen der Extraktlésungen; nach dem Entfernen von Eiweil, 
Starke und Salzen hinterblieb ein Extrakt, dessen Lésungen Fréschen 
und Mausen injiziert wurden. Es traten bei Dosis | cem in 10 °jiger Lésung 
schnell Krampf- und Lahmungserscheinungen ein, die in den meisten 
Fallen nach 10 bis 18 Stunden zum Tode fiihrten; das aus der kranken Gerste 
abgeschiedene EiweiB, die Starke und die Salze zeigten nach Befreiung 
von den Fallungsmitteln keine toxische Wirkung, der Schadstoff befand 
sich also nur *# den von den genannten Begleitstoffen befreiten Extrakten. 
In gleicher Weise aus gesunder Gerste (vom Forschungsgut Klein-Ziethen 
hezogen) gewonnene Extrakte zeigten keinerlei Wirkung auf Mause und 
Frésche. 

Diese toxischen Erscheinungen auf Gabe unserer Barley-I1-Gersten- 
extrakte hatten groBe Ahnlichkeit mit solchen, die E. O. Gabrilowitsch! 
vor langerer Zeit beobachtete mit nach fast gleicher Met hode hergestellten 
Extrakten aus sogenanntem ,,Taumelgetreide oder ,,trunkenem Ge- 
treide*, d.i. Roggen, der seinerzeit bei Menschen und Tieren auch 
Schadwirkungen eigentiimlicher Art hervorgerufen hatte. Gabrilowitsch 
glaubt aus diesen Roggenextrakten ein ,,Glucosid mit einer stickstoff- 
haltigen Komponente“ abgetrennt zu haben, das als Benzoylverbindung 
gefallt, zerlegt, analysiert und auch mit Formeln belegt wurde, die 
freilich bei naherer Betrachtung starke Zweifel an ihrer Richtigkeit 
erwecken miissen. — Die Ubereinstimmung in den physiologischen 
Wirkungen bei den Extrakten, die von uns einerseits und Gabrilowitsch 
andererseits erhalten worden war, war aber eine Indikation, welche 
die Vermutung nahelegt, daB es sich hier um einen Schadstoff handelt, 
der unter Umstanden in Getreidearten allgemein auftreten kann. 

Wir haben daher eingehendere Untersuchungen der nach unserem 
Verfahren hergestellten Barley-I1-Gerstenextrakte unternommen. 


Diese nur noch wenige Prozente Asche hinterlassenden Extrakte hatten 
rund 3%, Stickstoff, der nicht mehr von Eiwei® herriihren konnte, und ent- 
hielten reichliche Mengen Pentosane (durch Furfurolreaktion nachgewiesen) ; 
mit Fehlingscher Lésung oder Phenylhydrazin reagierte der Extrakt erst 
nach Erwarmen mit Mineralsiuren, dann aber stark. Aus 2,7 g¢ bei 100° 
getrockneten Extrakts wurden 0,9 g Glucosazon, Schmelzpunkt 204°, er- 
halten, Hiernach war das Vorhandensein eines Glucosides im Sinne von 
Gabrilowitsch (s. oben) nicht unwahrscheinlich, aber die weitere Unter 
suchung zeigte, daB jedenfalls kein Glucosid mit stickstoffhaltiger Komponente 
vorliegt. Wir haben zunaéchst in Anlehnung an die Arbeitsweise von 
Gabrilowitsch den Extrakt nach Schotten-Baumann henzoyliert, jedoch 
unter viel milderen Bedingungen, namlich unter Kiihlung und stufenweise ; 
die ausgeschiedenen, wasserunléslichen Benzoylverbindungen wurden von 
Zeit zu Zeit abgetrennt und auf Stickstoffgehalt gepriift: Dabei zeigte sich 
Stickstoffanreicherung der noch nicht benzoylierten Extraktreste, waihrend 
dlie ausfallenden Teile stickstoffrei oder stickstoffarm waren. Daraus war 
zu schlieBen, daB der den Stickstoff enthaltende Teil der Extrakte unter 
milden Bedingungen nicht angegriffen wird, sondern nur die Kohlenhydrat- 


! Pharm. russ. Journ. 46, 33ff., 1907. 
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bestandteile der Benzoylierung anheimfielen. Diese Fraktionierungs 
methode war aber langwierig und konnte durch ein kiirzeres Trennungs- 
verfahren ersetzt werden: 

Die konzentrierte, wasserige Lésung des urspriinglichen, fast neutral 
reagierenden Extraktes gab mit konzentrierter wasseriger Quecksilber- 
chloridlésung einen starken, weiBen, mikrokristallinen Niederschlag, der 
keine Kohlenhydrate enthielt. Dieser Niederschlag war das*Quecksilber- 
doppelsalz des Cholins: HOCH,CH,N (CH,),Cl . 6 HgCl, und gab nach 
Zerlegung mit Schwefelwasserstoff und Eindampfen der wasserigen 
Lésung fast reines Cholinchlorhydrat, das durch Analyse, Schmelz- 
punkt, sowie Platin- und Golddoppelsalz als solches charakterisiert 
wurde. Dabei ist noch hervorzuheben, daB der Extrakt frei von Phos- 
phorsaure war, also kein Lecithin enthalten haben konnte, welches 
iibrigens erst durch langes Kochen mit Mineralsiuren oder Baryt ge- 
spalten wird. 

Noch wire denkbar gewesen, daB das Cholin in einer sehr lockeren 
glucosidischen Bindung im Extrakt vorhanden war, die sowohl bei der 
Benzoylierung als auch bei der Quecksilberchloridfallung schon zerlegt 
wurde. Da ein Glucosid des Cholins in der Literatur unseres Wissens 
nicht beschrieben ist, haben wir ein solches aufgebaut: Hochkonzen- 
trierte Glucoselésung wurde mit Athylenchlorhydrin und Chlorwasser- 
stoff behandelt und so in das anscheinend gleichfalls noch nicht bekannte 
Chlorithylgl ykosid C,H,,0, .OCH,CH,Cl verwandelt, das wir nicht ganz 
zuckerfrei hergestellt, sondern gleich durch Erwairmen mit Trimethy]- 
amin zu Glucosidocholinchlorhydrat C,H,,0;.OCH,CH,N (CHs),Cl 
umgesetzt haben. Das Rohglucosid lieB sich aus Methanollésung mit 
Phosphormolybdansaure als gelber Niederschlag 

[Cy Hy, 0; . OCH,CH,N (CH,)g], . PO, . 12 MoO, 
fallen: 


0,223 g gaben 0,1465 MoO,. 
O33 Hz2O5gN3 P Mo, 9. Ber.: 43.95% Mo. 
Gef.: 43,8 % Mo. 


Das Phosphormolybdat wird mit Baryt zerlegt und so glucosefreies 
Glucosido-cholin hergestellt, das in Carbonat, Oxalat und Chlorhydrat um- 
gewandelt wurde; das letztere wird aus Alkohol in Kristallen von der 
Formel C,H,,0, .OCH,CH,N(CH,),Cl erhalten: 

0.2836 g gaben 11,3 cem N bei 18° und 749mm. 0,1634g gaben 
0,0782 AgCl. 

Cy,Hy,O,NCl. Ber.: 4,65% N, 11,77% Cl. 
Gef.: 4.60% N, 11,82% Cl. 


4,0704 g in 100 cem Wasser gaben im 2-dem-Rohr aj50 = + 4,005° 
1,2504¢ ,, 100 ,, ¥ = os oS ay50 = + 1,249° 
0,6250 ¢ ,, 100. ,, 9 os - “150 = + 0,623° 


[2]2 = + 49,559. 
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Cholin als Schadstoff in kranker Gerste. 455 


Das Glucosid gibt keine Fallungen mit Quecksilberchlorid, Goldchlorid, 
Pikrinséure, Pikrolonséure, aus alkoholischer Lésung aber ein Platindoppel- 
salz in gelben Nadelchen. 

0,1360 g gaben 0,0278 Pt; 0,1970 ¢ gaben 0,1792 AgCl. 

CyeH4,0,2.N,PtCl,. Ber.: 20,76 % Pt, 22,60% Cl. 
Gef.: 20.49% Pt, 22.50% C1. 

Das reine Glucosido-cholinchlorhydrat gibt Fehling- und Osazon- 
Reaktion erst nach Erwarmen mit Mineralsaéuren, auch durch wasserige 
Sublimatlésung wird es erst nach der Mineralsiurebehandlung (s. oben) 
als Cholinquecksilberkomplexsalz ausgeschieden. Uberraschend war 
ferner, daB Lésungen des Glucosidocholinchlorhydrats oder -carbonats 
fiir Frésche, Mause und Schweine bei subkutaner Injektion wirkungslos 
blieben, wahrend die Ester und Ather des Cholins mit niederen Fett- 
siuren und Alkoholen in der Giftwirkung das Cholin selbst zum Teil 
um das Mehrhundertfache iibertreffen (s. auch weiter unten); selbst 
das Lecithin wird durch teilweise Abspaltung der Fettsduren in ,,Lyso- 
cithin“, eine hamolytisch wirkende Substanz, verwandelt!. Durch diese 
Versuche und Darlegungen ist bewiesen, daB das Cholin im Extrakt 
der Barley-II-Gerste nicht glucosidisch gebunden, sondern in /reiem 
Zustande vorhanden ist. Nicht ausgeschlossen ist, daB in den Kérnern 
der Giftgerste das Cholin wenigstens teilweise mit niederen Fettsiuren 
verestert vorliegt, und daB diese Ester — obschon, wie gesagt, die 
Extrakte immer im Vakuum eingeengt wurden — durch die wieder- 
holte Wasserbehandlung infolge Fliichtigkeit der Fettsiurekomponente 
verseift wurden; denn von den Salzen des Cholinessigesters ist die 
Verseifbarkeit durch Wasser bekannt, und an den Destillaten unserer 
wasserigen Extrakte war Geruch nach Fettséuren wahrnehmbar. 


Diese Uberlegungen und Beobachtungen gaben Veranlassung, den 
Butterséureester des Cholins C,;H,CO.OCH,CH,N (CH,),Cl'  her- 
zustellen. Bei Zugabe dieses Salzes zum Futter einiger Lauferschweine 
haben wir zwar keine in die Augen fallenden Erscheinungen bei den 
Versuchstieren wahrgenommen, bei subkutaner Injektion aber war die 
Wirkung tumultuarisch. Wir berichten tiber einen solchen Versuch 
nach der Niederschrift des Herrn Dr. Schwarz (Assistent am Tierzucht- 
institut der Hochschule: Direktor Prof. Dr. V. Stang): 


»Das mit der Lésung (0,4g Cholinbutterséiureesterchlorhydrat in 
10 cem Aqua dest.) subkutan injizierte Schwein (Gewicht 30 bis 35 kg) 
zeigte sofort starke Unruhe. Das Tier lief unter lautem Schreien im Stall 
umher und versuchte an den Wanden hochzuspringen. Bei der Abnahme 
des Pulses 60 Sekunden nach der Injektion wurde tumultuarische Herz- 
tatigkeit festgestellt. Die Atmung war angestrengt und sehr beschleunigt 


1 Bull. soc. chim. [4] 15, 544, 550, 552, 1914. 
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(60 bis 80 Atemziige in der Minute). Nach 3 Minuten lieB das Schreien 
und Umbherrennen nach. Das Tier brach unter Anzeichen einer starken 
Dyspnoe (blaue Verfarbung der Haut und namentlich des Kopfes) zu- 
sammen. Die Herztatigkeit blieb tumultuarisch, die Atmung sehr angestrengt 
und beschleunigt. 30 Minuten nach der Injektion konnte eine Besserung 
des Zustandes wahrgenommen werden insofern, als sich das Tier auf die 
Beine stellen lie’, worauf es jedesmal laut schrie; es legte sich nach dem 
Aufrichten jedesmal wieder hin. Nach 48 Minuten wurden noch 130 bis 
140 Pulse in der Minute gezahit, Atmung etwa 30 in der Minute (gegen 
15 vor der Injektion). Zwei Stunden nach der Injektion hatte sich das Tier 
so weit erholt, daB es sich allein erheben konnte. Appetit auf das vorgelegte 
Futter zeigte sich erst wieder nach etwa 4 Stunden. Nach 8 Stunden waren 
alle Anzeichen verschwunden, und das Tier zeigte wieder normales Be- 
nehmen und FreBlust.“‘ 


Freilich ist zu beachten, daB bekanntlich subkutane Injektionen 
viel starker als orale Darreichungen wirken; es sind auch unseres Wissens 
bei den mit Barley-II-Gerste gefiitterten Schweinen ahnlich starke 
Wirkungen wie oben bei der Injektion der Cholinbutterséureester 
nicht beobachtet worden. Aber iiber die Toxizitat der Fettsaiureester 
des Cholins auch fiir gréBere Tiere kann kein Zweifel bestehen, wie 
auch nicht tiber die freilich geringere Giftigkeit des Cholins selber. 
Dazu ist unter anderem eine Notiz von Boehm! beachtenswert, der 
berichtet, daB ,,Baumwollsaatkuchen soviel freies Cholin enthielt, daB 
es bei Kithen schadlich wirkte™. 

Das Ergebnis unserer Versuche ist also, da Cholin oder leicht 
hydrolysierbare Cholinfettséureester die schadliche Wirkung der Barley- 
II-Gerste (vielleicht auch des sogenannten Taumelgetreides, s. oben) 
hervorrufen oder doch wesentlich an ihr beteiligt sind. 

Nach den Angaben des Schrifttums? enthalt normales, lufttrockenes 
Gerstenschrot durchschnittlich 0,035 °;, Cholin in Form des Lecithins, 
welches letztere erst durch lingeres Kochen des alkoholischen Gersten- 
extrakts mit Mineralsduren oder Baryt zu Cholin zerlegt wird. In den 
Barley-II-Extrakten wurde nach dem oben dargelegten und weiter 
unten naher beschriebenen Verfahren aus 100 g lufttrockenem Schrot 
unmittelbar 0,044 g Cholinchlorid, also prozentual mehr erhalten, ob- 
schon unser Extraktionsverfahren sicher nicht erschépfend gewesen ist 
(s. weiter unten). Dieser Befund fiihrt zu dem SchluB, daB wahr- 
scheinlich durch die Einwirkung der auf der Giftgerste gefundenen 
Pilze oder Bakterien (s. oben) Lecithin zu Cholin abgebaut oder zu 
leicht hydrolysierbaren Cholinestern ,,umgeestert“ worden ist; da 
letztere Kérper in wasserigem Alkohol leichter léslich sind als die 
Lecithine, 14Bt sich daraus unsere héhere Cholinausbeute vielleicht 


1 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 19, 60, 87. 
2 Vgl. z. B. Stanék, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 334 bis 346, u. a. O. 
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Cholin als Schadstoff in kranker Gerste. 457 
erklaren, ohne die Annahme einer starkeren Cholinproduktion in der 
Giftgerste gegeniiber normaler Gerste. Fiir eine solche starkere Cholin- 
produktion aber spricht der verhaltnismaBig geringe Befund an Betain 
in den Barley-II-Gerstenextrakten. Stanek (l.c.) gibt fiir normale 
Gerste neben 0,035°, Cholin (aus Lecithin) 0,04°, Betain an, also 
mehr Betain als Cholin. Wir dagegen fanden folgendes: 10g des 
Barley-II-Extraktes gaben 2 g Cholinchlorhydrat mit 0,2 g Stickstoff- 
gehalt, der gesamte Stickstoffgehalt der 10g Extrakt betrug 0,28 g 
Stickstoff, also bleiben fiir Betain nur 0,08 g Stickstoff = 0,63 g Betain. 
Wir haben diese Berechnung nicht durch genaue quantitative Be- 
stimmung des Betains erhartet, aber ungefahr stimmte die gefundene 
Betainmenge mit der Theorie iiberein — das Betain wurde nach Ent- 
fernung des Cholins (s. oben) aus der absoluten alkoholischen Lésung 
des Extraktrestes mit alkoholischer HgCl,-Lésung als HgCl,-Doppel- 
salz gefallt und daraus das Betain in iiblicher Weise in reinem Zustande 
gewonnen —, und da ferner andere stickstoffhaltige Substanzen in den 
Extraktresten nicht vorhanden waren, diirfte die obige Berechnung 
einwandfrei sein. Wir haben also nur ein Drittel der Cholinmenge 
an Betain gefunden (2: 0,63), und Betain ist mindestens ebenso leicht 
extrahierbar als Cholin und seine einfacheren Derivate. Daraus kénnte 
man schlieBen, daB unter der Einwirkung der Pilze, Bakterien usw. 
in der kranken Gerste auch ein Teil des Betains zu Cholin reduziert 
worden ist, ein Vorgang, den auch Stanek (l.c.) bei seinen Studien 
tiber den Cholin- und Betaingehalt der Pflanzen in Erwagung zieht. 

Die verhaltnismaBig starke Glucosazonfallung nach Hydrolysierung 
der Barley-II-Gerstenextrakte (s. oben) diirfte von Rohrzucker her- 
riihren, der dem Schrifttum zufolge auch in normalen Gerstenextrakten 
nachgewiesen ist!; Glucoside sind dagegen in solchen Extrakten unseres 
Wissens bisher nicht festgestellt worden, auch haben wir keine Beob- 
achtungen tiber das Auftreten der zweiten Komponente eines solchen 
Glucosids machen kénnen. 

Um Anhaltspunkte fiir in kiinftigen Fallen etwa notwendig werdende 
Bestimmungen von freiem Cholin in krankem Getreide zu geben, 
schildern wir im folgenden kurz unsere Arbeitsweise : 

24kg Barley-I1-Gerstenschrot (lufttrocken) werden zu 38 Liter 60 °,igem 
Alkohol gegeben, der Brei von Zeit zu Zeit verriihrt, nach dreitagigem 
Stehen abgesaugt, mit 60 °,igem Alkohol nachgewaschen, der Filterriickstand 
ausgepreBt, die Fliissigkeit bei 15 mm Druck und 50° Badtemperatur auf 
2 Liter eingeengt und dann nochmals filtriert. Das Filtrat wird mit kon- 
zentrierter Bleiacetatlésung so lange versetzt, bis kein Niederschlag mehr 
entsteht, nach Filtration das iiberschiissige Pb” mit Schwefelwasserstoff 
ausgefallt, die vom Schwefelblei abgetrennte Fliissigkeit wird im Vakuum 


! Vgl. z. B. Wehner, Die Pflanzenstoffe 1, 86, 1929. 
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von H,S befreit und vorsichtig mit Kalkmilch versetzt, bis auch hier in 
Filtratproben kein Niederschlag mehr entsteht, der iiberschiissige Kalk 
im Filtrat mit CO, ausgefallt, auf 250 cem im Vakuum eingeengt und die 
Bleiacetat- und Kalkfallung wie oben wiederholt. Nun wird wieder im 
Vakuum (Bad 50 bis 60°) zur Trockne gebracht, der Riickstand mit ab- 
solutem Alkohol aufgenommen, so von den Salzen getrennt und aufs neue 
im Vakuum zur Trockne gebracht; auch diese Vornahme wurde wiederholt : 
Ausbeute an Extraktsirup 53 g = 0,22 % des Gerstenschrots; Giftwirkung 
dieses Extrakts bei Fréschen und Mausen zu priifen (s. oben). Aschen- 
gehalt 4 bis 5°, Stickstoffgehalt 2,84°,. 10g Extrakt geben in kon- 
zentrierter, wiasseriger Lésung mit konzentrierter, wasseriger Sublimat- 
lésung 23g weiBen Niederschlag, aus dem durch Zerlegen mit Schwefel- 
wasserstoff und Verdampfen des Filtrats im Vakuum 2 g kristallinisches 
Cholinchlorhydrat, Schmelzpunkt 306° (aus Alkohol), gewonnen werden. 

Die eingangs dieses Aufsatzes erwihnte Arbeitsweise von Liihrs 
(s. oben), der das Gerstenschrot mit verdiinnter Salzsiure extrahiert, 
die saure Lésung verkocht und eindampft, den Extrakt mit Alkohol 
aufnimmt und mit alkoholischer Sublimatlésung fallt, ist aus mehreren 
Griinden nicht stichhaltig: 

1. Durch die verdiinnte Salzséure wird auch Lecithin aus Gersten- 
schrot extrahiert und hernach durch das Kochen und Eindampfen in 
saurer Lésung zu Cholin gespalten; auf diese Weise muB also aus jeder 
Gerste, nicht nur aus ,,Gift‘‘gerste, Cholin gewonnen werden. 

2. Liihrs fallt den Extrakt in alkoholischer Lésung mit Queck- 
silberchlorid, wodurch nicht nur das komplexe Hg-Salz des Cholins, 
sondern auch das des Betains und auch andere Hg-Doppelsalze aus- 
gefallt werden. Es geht also nicht an, aus der Menge der so gefallten 
Hg-Salze die vorhandene Menge Cholin berechnen oder schatzen zu 
wollen. 

An der Ausarbeitung der Methodik zur Herstellung der Extrakte 
und deren physiologische Untersuchung sind die Herren Dr. M. Sulz- 
bacher und Prof. Dr. Gluschke beteiligt gewesen, denen wir fiir ihre 
wertvolle Mitarbeit unseren Dank aussprechen, ebenso wie den Herren 
Prof. Dr. V. Stang, Dr. Schwarz und Dr. Schdper fiir die bereitwillige 
Hilfe bei den Versuchen an Schweinen. 
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Zur Frage nach dem Einflu6 der Arsen- Ht. 
und Antimonverbindungen auf die fermentativen Funktionen 4 
des Organismus.' ‘ 
VIL. Mitteilung: 
Uber die Pufferungskapazitiét der Arsen- und Arsenigsiduresalze. i 
Von ; 1 
A. N. Adowa und J. A. Smorodinzew. +s 
{Aus der Chemo-Therapeutischen Abteilung des Tropischen Instituts in ; 
Moskau.) ; 
(Eingegangen am 20. Januar 1931.) 4 
Bei der Erforschung der Wirkung der Arsen- und Arsenigsaure- 
salze auf die Hydrolyse der Starke mittels der Speichel. Amylase stellten 
wir fest®, daB die Salze der beiden Séuren in gleichem MaBe den ProzeB 4 
hemmen, aber nur bis zu dem Moment, wenn der Gehalt derselben bis auf 
0,015°,, fallt, denn da hért die hemmende Wirkung dieser Salze auf. 
Bei dem Erforschen der Rolle der aktiven Reaktion des Mediums 
in diesem ProzeB entdeckten wir eine interessante Tatsache: die 
Na,HAsO,-, sowie die Na,HAsO,-Lésungen haben eine ausge- . 
sprochene alkalische Reaktion (px = 8,2 und 9,0), ihr Verhalten zu den 4 
Puffergemischen ist aber verschieden: Wird das arsensaure Natrium ¥ 


mit einem Puffer, dessen pa = 6,8 ist, vermischt, so nimmt es leicht 
einen dem px des Puffers nahestehenden Wert an, dagegen widersteht 
die aktive Reaktion des arsenigsauren Natriums allen Mac Ilvaineschen 
Puffergemischen; sogar n/10 HCl ist nicht imstande, das pq des Arsenits . § 
aus dem alkalischen Bereich zu verschieben; dieses gelingt nur einer 
0,3 n Salzsdurelésung. 

Die erwahnten Versuche zeigten, dab bei hemmender Einwirkung 
der Arsenpraparate auf die Hydrolyse der Starke durch Amylase die 
aktive Reaktion des Mediums die Hauptrolle spielt: bei Fixieren der 
Reaktion durch Puffer auf px = 6,6 bis 6,8 wird die hemmende Wirkung 





' VI. Mitteilung: J. A. Smorodinzew u. N. M. Kontschalowskaja, C. r. | 
Soc. biol. 101, 991, 1929. 
2 J. A. Smorodinzew u. E. A. Iljina, diese Zeitschr. 141, 297, 1923. 
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von Na,HAsQ, ganzlich beseitigt und diejenige der Arsenigsalze be- 
deutend verringert!. 

Ein so verschiedenes Verhalten der Arsen- und Arsenigsalze gegen- 
iiber den Puffergemischen schien uns interessant, und wir beschlossen, 
die Puffereigenschaften der Salze dieser beiden Saiuren eingehend zu 
untersuchen. 

Der Plan der Untersuchung. 


1. Bestimmung der  Pufferungskapazitat der Na,HAsQ,., 
Na, H AsO,- und H, As O,-Lésungen in | °,,iger Konzentration, in welcher 
diese Praparate gewohnlich fiir subkutane Einspritzungen gebraucht 
werden : 

2. Vergleich der Pufferungskapazitat der genannten Stoffe in 
aquimolaren Konzentrationen ; 

3. Vergleich der Pufferungskapazitaét des arsen- und arsenig- 
sauren Natriums in Lésungen mit gleichem Ausgangs- px; 

4. Untersuchung der Frage, wie weit 2 n Lésungen dieser Praparate 
das pu von Puffergemischen verschieben, die dem Optimum der 
Amylasewirkung auf Starke naheliegen. 


Die Methodik der Untersuchung. 


Als Pufferungskapazitat a einer Lésung bezeichnet man, wie bekannt. 
die aquivalenten Mengen von Saure oder Alkali, die man zu | Liter des zu 
priifenden Stoffes zusetzen muB, um das pq um eine Einheit zu ver- 
schieben. Da die Arsenverbindungen die Wasserstoffelektroden vergiften *, 
waren wir genétigt, das py der Lésung kolorimetrisch mit und ohne Puffer 
festzustellen %. 

Wenn kein Arsen vorhanden war, wurden die py-Werte aller Puffer- 
gemische elektrometrisch mit der Wasserstoff- oder Chinhydronelektrode 
gemessen. 

Bei Bestimmung der Pufferungskapazitat des Arsensalzes setzten 
wir aus einer Mikrobiirette zu 100 cem Lésung desselben eine solche Menge 
2n HCl bzw. 2n NaOH zu, daB 1 Liter Mischung 0,005, 0,01, 0,02, ... 
Aquivalente Saure bzw. Alkali enthielt, und bestimmten das py in jeder 
Portion mittels Puffergemischen von Mac Ilvaine, Atkins und Pantin, 
Sérensen, Walbum und _ Salzséure verschiedener Konzentrationen mit 
Hilfe von Indikatoren von Michaelis, Sérensen, Clark und Lubs. 

Zur Bestimmung des Vermégens der Arsensalze, das py des Puffer- 
gemisches zu verschieben, setzten wir aus einer Mikrobiirette zu 100 cem 
Citrat- und Phosphatpuffer vom py = 6,6 verschiedene Mengen 2 n Lésungen 
der untersuchten Salze zu und bestimmten nun das py der Mischungen 
ebenfalls mittels der Indikatormethode. 


1 J. A. Smorodinzew u. E. A. Iljina, diese Zeitschr. 201, 34, 1928. 

2 W. M. Clark, The Determination of hydrogen ions 2. edition, 256, 
Baltimore 1923. 

3 J. M. Kolthoff, Der Gebrauch von Farbenindikatoren, 8. 163. 
Berlin 1923. 
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EinfluB der Arsen- und Antimonverbindungen usw. VII. 461 
Zum SchluB wurde die Pufferungskapazitat des Citrat- und Phosphat- 
puffers selbst gegenitber 2n HCl bzw. 2n NaOH bestimmt und die 
Pufferungskapazitat der gepriiften Salze bei gleichen Prozent- und Molar- 
konzentrationen und gleichem Ausgangs-py verglichen. 
Tabelle 1. 


pu der Ausgangslésungen. 





Substrat %5 PH Substrat %o PH 
2n Na,gHAsOQ, .... | 27 |865) 2n Na,HAsO, .... 16 9,46 
0,075 n NagH AsO, 1 8,70) 0,127n NagHAsO, . . 1 9,30 
0,0388n NagHAsO, . . 0,5 7,88 0,075n NagHAsO, .. 0,6 9,53 
2n H; AsO, ins « * 10 0,93 0,0025 n Na,H As Us ating 0,02 8,80 
0,2n H, AsO, . 1 (1,80 Walbums Citratpuffer . 6,598 
Sdrensens Phosphatpuffer 6,70 

Tabelle I zeigt das px der Ausgangslésungen, deren Pufferungs- | 

kapazitat bestimmt wurde. f 
I. Bestimmung der Pufferungskapazitat der Lisungen von Na-arseniat. ; 


Fir medizinische Zwecke bei subkutanen Einspritzungen gebraucht 
man gewohnlich 1°,ige Na-arseniatlésung, Solutio Natrii arsenicici, 
was 0,075 n entspricht. 

Tabelle 11. 


Pufferungskapazitat des Na,H AsQ,. 








Menge des Konzentration des Menge des Konzentration des 
Probe | Zugesetzten Na, H AsO, Probe | 2ugesetzten || Nay H AsO, 

aqui- iqai-  -——____—__—_ 
wiiodee 0,075 n 0,038 n : || 0,075 n 0,038 n 

Nr. NaOH Pu Pu Nr. HCl | PH PH 
1 ~ 8,70 7,88 1 one 8,70 7,88 

2 0,005 9,46 10,59 2 0,005 7,50 7,39 
3 0,01 10,59 11,33 3 0.01 7,20 6,40 

+ 0,02 11,97 > 12,06 4 0,02 6,40 2,90 
5 0,04 2,70 1,92 


Aus Tabelle II ist zu sehen, dab die Pufferungseigenschaften dieses 
Salzes nicht groB sind: schon 0,005 Aquivalent von Alkali bzw. Saure 
verschieben das pa der Lésung beinahe um eine Einheit in die Alkali- 
bzw. Saurerichtung; Zusatz einer doppelten Menge Wassers zu dieser 
Lésung (0,038 n) macht dieselbe etwas saurer und hindert die Ver- 
schiebung des py in die Alkelirichtung, vergréBert aber anfangs die 
Pufferungskapazitat gegeniiber Saiuren, wobei jedoch die allgemeine 
Pufferungskapazitat der Lésung abnimmt. 

Da die Na-arseniatlésungen selbst die Verschiebung ihres eigenen 
pu wenig hindern, so kann man a priori erwarten, da} Zusatz derselben 
zu Puffergemischen einen schwachen EinfluB auf deren aktive Reaktion 
austiben wird. 
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Tabelle ITI. 


KinfluB des 2n Na,HAsO, auf pq des Citrat- und Phosphatpuffers. 





Menge des 


Probe zugesetzten Citratpuffer Phosphatpuffer 
aquivalente 

Nr. Nas HAsO, ™ ” 

1 — 6,598 6,65 
2 0,005 6,563 6,80 
‘ 0,01 6,60 6,80 
4 0,02 6,736 6,85 
5 0,04 7,083 6,85 
6 0,06 7,20 6,85 
7 0,08 7,48 6,85 
S 0,10 7,55 6,90 


Tabelle Il] zeigt tatsichlich, daB das pq des Citratpuffers nur 
nach Zusatz von 0,1 Aquivalent Na, HAsQ, sich um 1,0 verschiebt, in 
starkerem Phosphatpuffer aber kann dieselbe Menge arsensaures Salz 
das pa nur um 0,25 verschieben. 


II. Bestimmung der Pufferungskapazitdt der Arsensdure. 


Arsenséure gehért zu den starken Saéuren: die Dissoziations- 
konstante derselben 0,5. 10~ 3 ist nur unbedeutend schwicher als die 
erste Dissoziationskonstante der Phosphorséure (1 .10~2), und ihre 
Salze miissen mit Alkalien ein gutes Puffersystem bilden. Deshalb 
konnte man in den Lésungen derselben beim Zusatz von Alkali einen 
ziemlich bedeutenden Widerstand gegeniiber py-Verschicbung erwarten. 


Tabelle IV. 
Pufferungskapazitat 1 iger H,AsO, (0,2 n). 








Menge des Menge des 
Nr. zugesetzten aqui- | Pu Nr. | zugesetzten fiqui- PH 
valenten NaOH valenten NaOH 
1 one 1,80 5 0,04 2,213 
2 0,005 1,918 6 0,06 2.80 
3 0,01 2.05 7 0,08 5,20 
4 0,02 2,10 


Aus Tabelle IV ist zu ersehen, daB 1°, H,AsO, (0,2 n) fiir 
die Verschiebung des py um eine Einheit. 0,06 Aquivalent NaOH 
fordert. 

Die Verschiebung der aktiven Reaktion des Mediums durch 
2nH, AsO, in beiden Puffern erwies sich starker als durch 2n Na, H AsQ,: 
auch in diesem Falle wirkt der Phosphatpuffer etwas starker als der 
Citratpuffer: 0,04 Aquivalent H,AsO, verschoben das py des Citrat- 
puffers um 1,3 und das py des Phosphatpuffers nur um 0,85. 
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Tabelle V. 


FinfluB des 2n H,AsO, auf py des Citrat- und Phosphatpuffers. 





Menge des 


Probe zugesetzten Citratpuffer Phosphatpoffer 
Nr. Aquivalents Pa PH 
1 — 6,598 6,65 
2 0,005 6,10 6,50 
3 0,01 6,00 6,40 
4 0,02 5,80 6,20 
5 0,04 5,30 5,8 


Die quantitative Untersuchung zeigte also, daB die Pufferungs- 
eigenschaften des fiinfwertigen Arsen in der Arsensiure und deren 
Salze sich als unbedeutend erwiesen, was mit unseren vorhergehenden 
Beobachtungen tibereinstimmt!. 


III. Bestimmung der Pufferungskapazitat von Natriumarsenit-lisungen. 


Die Pufferungskapazitat des arsenigsauren Natriums, eines Abkémm- 
lings des dreiwertigen Arsen, erwies sich bedeutend héher als die des 
arsensauren: bei fiinfwertigen Arsen geniigten 0,005 Aquivalent Alkali 
bzw. Saure fiir die Verschiebung des px von 1 °,iger Lésung um eine Ein- 
heit, bei dreiwertigem Arsen dagegen verschoben 0,04 Aquivalent Alkali 
bzw. Saure das py einer gleich starken Lésung um 1,29 bzw. 1,7. 

Zwar sind die urspriinglichen py dieser beiden Salze verschieden 
bei gleichem Prozentgehalt derselben in der Lésung. Wenn man 
gleiches Ausgangs-px nimmt, wobei man das Na,H AsO, 50mal ver- 
diinnen muB, so wird die Pufferungskapazitaét gegeniiber NaOH 
ebenfalls gleich. Daraus ist zu schlieBen, daB die Pufferungskapazitat 
des dreiwertigen Arsen, wie es scheint, 50mal gréBer ist als die des 
fiinfwertigen. Bei Na,H AsO, in verdiinnter Lésung sinkt jedoch die 
Widerstandsfaihigkeit gegen Saure fast auf Null. 


Tabelle VI. 
Pufferungskapazitat des Na,H AsQ,. 














Menge des —_ owes des Menge des || a des 
Si Na sO se Na,HAsO 
Probe — ee ee 2 fs 3 _ Probe — ait" 2) oe a 
valenten 0,127 n 0,0746n 00,0025 n valenten 0,127 n 0,0746n 0,0025 n 
Nr. NaOH Pu PH Pu Nr. HCl Pa Pu Pu 
1 — 93 | 9508 880 1 — 9,30 9,503 8,80 
2 0,005 9,4 | 9.57 9,34 2 0,005 9,25 | 9,84 | 2,715 
3 0,01 942| 975 1059 3 001 889 885 2213 
4 0,02 10,02 | 11, 11.97 4 0,02 8,65 826 
5 0,04 10,59; — — 5 0,04 7,60 3,00 
6 0,06 5,40 1,81 
7 0,08 1,918 


' J. A. Smorodinzew u. E. A. Iljina, diese Zeitschr. 201, 34, 1928. 
Biochemische Zeitschrift Band 232. 30 
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Im Gegensatz zum fiinfwertigen Arsen verschiebt eine schwache 
Lésung des dreiwertigen Arsen (zweimal verdiinnt, von 0,127 n bis 
0,075 n) das pu der Lésung nur unbedeutend in die Alkalirichtung 
und beeinfluBt die Pufferungskapazitét wenig. 


Entsprechend der gréBeren Pufferungskapazitat der Na-arsenit- 
lésungen ruft Zusatz derselben zu Puffergemischen eine gréBere Ver- 
schiebung des px hervor: in Citratpuffer geniigt schon 0,01 Aquivalent 
dieses Salzes fiir die Verschiebung um eine Einheit, in Phosphatpuffer 
indessen etwa 0,1 Aquivalent. Auch in diesem Falle erweist sich der 
Phosphatpuffer widerstandsfahiger. 


Tabelle VII. 


FinfluB des 2n Na,H AsO, auf py der Citrat- und Phosphatpuffer. 





Menge des 


Probe zugesetzten Citratpuffer Phosphatpuffer 

Nr. Aquivalents PH Pu 

1 -— 6,598 6,65 
2 0,005 6,736 6,80 
3 0,01 7,48 6,80 
4 0,02 8,80 7,00 
5 0,04 9,15 7,00 
6 0,06 9,40 7,20 
7 0,08 _— 7,30 
8 0,10 se 7,80 


Versuche mit H,AsO, wurden wegen ihrer schweren Léslichkeit 
und der Unméglichkeit, 2 n Lésungen anzuwenden, nicht angestellt. 


IV. Vergleich der Wirkung der 2n Lésungen von Atznatron, Salzsdure, 
Arsensdure, Na-arseniat und Na-arsenit auf py der Puffergemische. 


Aus den Tabellen VIII und IX ist zu ersehen, daB das Citrat- 
gemisch, infolge des hohen py-Wertes, welcher die Grenze fiir dieses 
Gemisch darstellt, sehr wenig widerstandsfahig gegen Natrium- 
hydroxyd ist, mehr gegen Na,AsHO,, und daB nur bei Zusatz von 
Na,HAsQO, der pu-Wert unverandert bleibt. 


Zusatz von 2n HCl und 2n HAsO, (0,02 Aquivalent) ruft im 
Citratpuffer eine beinahe gleiche Verschiebung des py nach unten 
hervor. 


Die Verschiebung um eine Ejinheit kann im Phosphatpuffer 
durch Zusatz von etwa 0,03 Aquivalent NaOH und 0,1 Aquivalent 
Na,H AsO, hervorgerufen werden, dagegen bleibt bei Zusatz von 
Na,HAsO, (bis 0,1 Aquivalent) zu Phosphat des py auf beinahe 
derselben Hohe. 
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Wenn 0,03 Aquivalent Salzsiure die Kapazitat des Phosphatpuffers 


| fast véllig erschépft, so verschiebt 2nH,AsO, bei 0,06 Aquivalent 
Saéure das pu desselben Puffers nur um eine Einheit. 


Tabelle VIII. 


Vergleichende Wirkung des Natriumhydroxyds und der Arsenpriparate auf 
die Pufferungskapazitét der Citrat- und Phosphatgemische. 





Probe 


Menge des 


Citrat puffer 





zugesetzten 


Na, HAsO, Na,HAsO, NaOH 


Phosphatpuffer 


Na, HAsO, NagH AsO, 


Tabelle IX. 


ere NaOH 
emo Pu Pi Pi Pu Pu 
1 ~ 6,598 a 6,65 a - 
2 0,005 9.29 6,736 6,563 6,82 6,8 6,8 
3 0,01 11,67 7.48 6.60 6.89 6.8 6.8 
4 0,02 12/10 8'80 6,736 7.9 7.0 6,85 
5 0,04 12.56 9,15 7.083 8.73 7.0 6.85 
6 0,06 12.67 9.40 7,20 11,16 72 6.85 
7 0,08 ae 7/48 = 73 6.85 
8 0,10 me 7.55 . 78 6.9 


Vergleichende Wirkung der Salz- und Arsensiure auf die Pufferungskapazitat 





der Citrat- und Phosphatgemische. 


Citratpuffer 





| Phosphatpuffer 
Probe || Menge des am Se eh an ae 

| comer HCl Hg AsO, HCl H3 AsO, 

Nr. _ j Pu PH Pu Pu 

1 0,005 6,216 6,10 6,52 6,50 

2 0,01 5,956 6,00 6,42 6,40 

3 0,02 5,736 5,80 6,02 6,20 

4 0,04 5,107 5,3 2,99 5,8 

5 0,06 — 4,9 — 5,4 


Um den Vergleich zu erleichtern, haben wir in Tabelle X die 
Aquivalentmengen von 2 n NaOH bzw. 2 n HCl zusammengestellt, die 
sich fiir die Verschiebung der urspriinglichen pxa-Werte der gepriiften 
Lésungen um eine Einheit geniigend erwiesen. 

Tabelle XI zeigt anschaulich die gréBere Widerstandsfahigkeit der 
Phosphatpuffer gegen alle von uns gepriiften Lésungen im Vergleich 
za dem Citratpuffer. 

Als Resultat unserer Untersuchungen miissen wir feststellen, daB die 
basischen Eigenschaften und die Pufferungskapazitat der dreiwertigen 
Arsenabkémmlinge bedeutender sind als die des fiinfwertigen. Die 
Salze der Arsensiure fixieren nicht nur die ihnen eigene Reaktion gegen 
Zusatz von Wasserstoff- und Hydroxylionen, sondern sie verschieben 
auch selbst das pa der Puffergemische leichter, als die Abkémmlinge 
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Tabelle X. 


Zusammenfassung. 








Puffer Naz H AsO, Nag H AsO, 
—— | Hg As 0, |} —___$_—_}#______ 
: _ 0.2n 
Citrat aes | 0,075n  0,038n 0,127 n 0,075 n | 0,0025 n 


Natriumhydroxyd. 

Pu der Ausgangs- 

lésung. . . . . | 6,598 6,65 1,80 8,70 7,88 9,30 9,503 8,80 
Fir die Verschie- 

bung der pq der 

Ausgangslosung 

um eine Einheit 

genigende aqui- 

valente NaQOH- 

Menge .... 0,005'0,03 0,06 0,0075 — 0,005 0,03 0,02 < 0,005 


Salzsaure. 


—_ 


‘ir die Verschie- 
bung der pq der 
Ausgangslésung 
um eine Einheit 
geniigende Aqui- 
valente HCl- 
Menge .... 0,02 (0,038 — _ | 0,015 0,0075 0,03 < 0,005 


Tabelle XI. 


Vergleich der Pufferungskapazitat der Citrat- und Phosphatpuffer gegeniiber 
Alkali, Saéure und Arsensalzen. 





NaOH NagHAsO, Na, HAsO, HCl H3 AsO, 


Citratpuffer mit pa — 6,598. 


,Menge des zugesetzten 
Aquivalents. . . . . . < 0,005 0,1 0,01 0,03 0,04 
is, SE oe abt Oe ee 9,29 7,55 7,48 5,50 5,30 


Phosphatpuffer mit py = 6,65. 


Menge des zugesetzten 
Aquivalents . 


Pu- 


12> 
Ore 


0 > 0,1 0,09 0,03 > 0,04 
6 6,90 7,65 5,2 5,8 
des fiinf wertigen Arsens es vermégen. Daraus ist ein wichtiger praktischer 
SchluB zu ziehen: Einfiihrung von dreiwertigem und fiinfwertigem 
Arsen wirkt verschieden auf das Saure-Basen-Gleichgewicht des Or 
ganismus, und zwar miissen diese beiden nicht nur an der Stelle der 
Einspritzung, sondern auch auf den ganzen Organismus wirken, be- 
sonders wenn die Stabilitat der Alkalireserve desselben durch irgend- 
einen pathologischen Prozeb gestért ist. 
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Aus unseren Versuchen ist zu ersehen, daB die Verschiebung des py in 
100 cem Citratpuffer um eine Finheit mittels n/100 Na,H AsO,-Lésung, 
d. h. einer Lésung, die 0,08°, oder 0,8 mg des Salzes in 1 cem enthalt, 
hervorgerufen wird. Gew6éhnlich wird dem Patienten | cem | °,ige, 10 mg 
enthaltende Salzlésung eingefiihrt, d. h. eine Menge, die 12,5mal gréBer 
ist als die Praparatmenge, welche im reinen Puffer eine starke Abweichung 
hervorrufen kénnte. Zwar erwies sich der Phosphatpuffer widerstands- 
fahiger als der Citratpuffer, jedoch auch im letzteren wird eine Verschiebung 
des pH um eine Finheit durch n/10 Arsenitlésung, d.h. 8 mg, hervor- 
gerufen; die Dosis einer einmaligen Einspritzung betraigt jedoch 10 mg. 
Deshalb kénnen wir mit Recht annehmen, da8 die schadliche Wirkung 
der Arsenitpriparate nicht nur an der Stelle der Einspritzung erscheint, 
sondern auch entfernte Systeme des Organismus schiadlich beeinfluBt. 

Was das arsensaure Natrium anbetrifft, so wird die Verschiebung des 
pa im Citratpuffer durch 0,1 Aquivalent, d. h. eine Lésung, die 1,3 °, oder 
13 mg des Salzes in 1 ecm enthalt, hervorgerufen; bei Kinspritzung von 
Leem 1° oiger Lésung fithren wir 10 mg ein, was jedenfalls die Stelle der 
Einspritzung beeinfluBt, jedoch auf das ganze Saéure-Basen-Gleichgewichts- 
system des Organismus bedeutend schwacher wirkt als bei dreiwertigem 
Arsen. 

Die Bestimmung der Pufferungseigenschaften der medizinischen 
Praparate erhalt eine besondere Wichtigkeit, wenn wir in Betracht 
ziehen, daB die Wahl des betreffenden px fiir die giinstige Wirkung der 
Praparate je nach dem Falle der Erkrankung das Hauptmoment aus- 
macht?. Zur Erhéhung der Wirkung der medizinischen Praparate 
schlagen wir vor, dieselben in Lésungen entsprechender Puffer ein- 
zufiihren, deren pg sich dem px des Blutes und der Gewebssifte nahert. 

Aus unseren Untersuchungen kann man schlieBen, daB die 
gewohnlichen fiir Injektionen verordneten 1°,igen Arsenpriparat- 
lésungen in keinem Falle indifferent bleiben kénnen, nicht nur an der 
Stelle der Injektion, sondern auch in den entfernteren Teilen des 
Organismus, indem sie das Saure-Basen-Gleichgewicht der Gewebs- 
sifte stéren. Dieser SchluB wird bekriftigt durch die quantitative 
Erforschung des Prozesses. 


Zusammenfassung. 

1. Die Pufferungskapazitat der 1°,igen Natriumarseniat-lésung 
ist viermal schwacher als die der Na-arsenit-lésung (Tabelle X). 

2. Verdiinnung mit gleichem Wasservolumen verschiebt das py der 
Na-arseniat-lésung in die Saurerichtung, d.h. verringert dasselbe. 

3. In Na-arsenitlésungen wird bei maBiger Verdiinnung das px in 
die Alkalirichtung verschoben; bei starker dagegen (50mal) wird das- 
selbe auch verringert. 


1 J. A. Smorodinzew, Tropische Medizin und Veterinarkunde 8, 1931 
(russisch). 
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4. Der Pufferungsgrad der 1° igen Na,HAsO,-lésung ist gleich 
dem Pufferungsgrad des Phosphatpuffers und iibertrifft sechsmal den 
des Citratpuffers. 

5. Um gleiches px in Na,HAsO,- und Na,HAsO,-lésungen zu 
erhalten, muB die Normalitat der ersten 30mal vermindert werden. 

6. Bei gleichem Ausgangs-pq ist die Pufferungskapazitét von 
Na, H AsO, gegeniiber Alkali nur 11/,mal und gegeniiber Saéure dreimal 
geringer als der Pufferungsgrad von Na,H AsQ,. 

7. Die Pufferungskapazitaét der Arsensiure gegeniiber Alkali iiber- 
trifft zweimal den Pufferungsgrad des Phosphatpuffers und zwélfmal 
den des Citratpuffers. 

8. Die Pufferungskapazitaét von 1° ,iger Na,HAsQO,-lésung ist 
gegeniiber Saéure zweimal schwacher als der Pufferungsgrad des 
Phosphatpuffers und macht ein Viertel des Pufferungsgrades des 
letzteren gegen Alkali aus. 

9. Die Pufferungskapazitat des Phosphatgemisches betriagt gegen 
Alkali das sechsfache des Citratgemisches, gegeniiber Saure nur das 
11/,fache. 

10. Die schadliche Wirkung von Na, H AsO, bei Injektionen muf 
man der Stérung des Siure-Basen-Gleichgewichts des Organismus zu- 
schreiben. 

11. Zur Erhéhung der Wirksamkeit medizinischer Praparate 
schlagen wir vor, dieselben in Lésungen entsprechender Puffer ein- 
zufihren. 
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Zur Frage der quantitativen Eisenbestimmung in Organen 
und Koérperfliissigkeiten. 
Von 
Hans Horsters. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Halle-Wittenberg. ) 


(Eingegangen am 31. Januar 1931.) 


Untersuchungen tiber die Beziehungen zwischen den _verschie- 
denen Ikterusformen und dem Eisenstoffwechsel des Organismus 
fiihrten zu der Aufgabe, kleinste Eisenmengen in Organen und in 
Korperfliissigkeiten quantitativ zu erfassen. Aus der groben Zahl 
der friiher vorgeschlagenen Eisenbestimmungsmethoden, z. B. in 
Neubauer -Huppert, Analyse des Harns (Wiesbaden 1910, 8. 175ff.), 
haben sich fiir die quantitative Mikrobestimmung des _ Eisens 
nur einige als geeignet erwiesen und einer Kritik standgehalten. 
Entsprechend der zur Verfiigung stehenden grébtenteils geringen 
Menge des organischen Materials und dessen durchweg geringem 
Eisengehalt kommen fiir die physiologisch-chemische Mikroanalyse 
des Eisens fast nur titrimetrische und kolorimetrische Verfahren 
in Betracht. 

Unter den titrimetrischen Bestimmungsmethoden finden wir zurzeit 
viel angewendet die jodometrische Eisenbestimmung von EL. Neumann! 
in ihrer urspriinglichen Form und in der Modifikation von Hanslian®. 
Lintzel® hat diese Methoden einer eingehenden Kritik unterworfen 
und dabei auf weitere Fehlerquellen aufmerksam gemacht. Butterfield * 
fand die der Neumannschen Methode zugrunde liegende Reaktion 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 120, 1902; 43. 33, 1904. 
2 Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. VI, S. 376, 1912. 
3 Zeitschr. f. Biol. 88, 290, 1925; S87, 157, 1928. 

4 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 173, 1909. 
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zwischen dreiwertigem Eisen und Jodkalium in zahlreichen Versuchen 
so sehr von dem Salzsiuregehalt und der Temperatur der Lésung 
abhangig, daB er diese Methode aufgab und durch eine oxydimetrische 
ersetzte. Die Methode von Butterfield besitzt gegeniiber der jodo- 
metrischen Bestimmungsmethode den Vorzug, daB sie auf chemischen 
Voraussetzungen aufgebaut ist, die sich nach den grundlegenden Unter- 
suchungen von Kessler! sowie von Zimmermann? und Reinhardt® und 
von Barneby* als einwandfrei erwiesen haben. 


Die kritischen Betrachtungen Lintzels tiber die jodometrische 
EKisenbestimmung beziehen sich besonders auf zwei Punkte: einmal 
auf die bei der Newmannschen Methode fiir kleinste Eisenmengen 
ubliche Vorlegung von genau abgemessenen Eisenmengen (meist 2 mg), 
welche vom Analysenergebnis wieder abgezogen werden. Bei diesem 
Verfahren sind, wie Lintzel berechnet, unter ungiinstigen Umstanden, 
z. B. bei der Bestimmung von 0,1 mg, Fehler bis -- 100°, méglich. 
Eine zweite gefahrliche Fehlerquelle tritt nach Lintzel bei dieser Methode 
auch bei zu kurzer Dauer der Kohlenséuredurchstrémung zur Ent- 
fernung des Sauerstoffs auf. Dieser Fehler kann vermieden werden 
entweder durch VergréBerung der zu analysierenden Eisenmenge etwa 
bis auf 4 mg oder bei Bestimmungen von Eisenmengen unter 1 mg 
durch Titerstellung der Thiosulfatlésung auf entsprechend kleine, 
d.h. vergleichbare Standardeisenlésungen. Auch Kolthoff®> unterwirft 
die jodometrische Ferrititration vom Standpunkt der modernen Ionen- 
lehre aus einer eingehenderen Kritik. 


Bei Vermeidung der méglichen Fehlerquellen wird aber die jodo- 
metrische Eisenbestimmung so umstandlich, daB ihre Anwendung 
sich héchstens in den Fallen lohnt, in welchen eine biologische Problem- 
stellung durch die Bestimmung der absoluten GréBe des Eisengehaltes 
entscheidend beeinfluBt wird, z. B. beim Harn und beim Serumeisen. 
In den meisten anderen Fallen wird man bei der Anwesenheit gréBerer 
Eisenmengen in der zu analysierenden Substanz zweckmaBig auf die 
Butterfieldsche Methode zuriickgreifen kénnen, wenn man nicht, wie 
bei Reihenversuchen, den Eisengehalt auf kolorimetrischem Wege zu 
ermitteln sucht. Wir haben uns aus diesem Grunde bei unseren Unter- 
suchungen einmal der Butterfield schen Methode (bei Organen mit héherem 
Eisengehalt), zum anderen der von Willstdtter angegebenen kolorimetri- 


1 Ann. d. Chem. 118, 17, 1868. 

2 Ebendaselbst 213, 305, 1882. 

3 Chem.-Ztg. 13, 323, 1889. 

* Journ. Amer. Chem. Soc. 37, 1481, 1915. 
5 MaBanalyse IT, S. 405, 1928. 
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schen Methode' bedient, indem wir beide Methoden einer uns zweck- 
entsprechenden Abdnderung unterzogen haben. Diese Abanderungen, 
die sich bei unseren Untersuchungen bewahrt haben, seien im folgenden 
mitgeteilt. 


Eigene Versuche: 


Die Veraschung der organischen Substanz erfolgte in allen Fallen nach 
der Vorschrift von Neumann *. Uber die Verwendbarkeit der Veraschung mit 
Schwefelsiure und Wasserstoffsuperoxyd bei der Eisenbestimmung sina 
unsere Versuche noch nicht abgeschlossen. Allgemein wichtig erscheint bei 
der feuchten Veraschung die Innehaltung einer Temperatur zwischen 
200 und 250°, welche nur zum Schlusse zur Vertreibung der Stickoxyde 
etwas gesteigert werden darf. Auch die Zufuhr des Oxydationsmittels 
(Salpeterséure, eventuell Wasserstoffsuperoxyd) mu zeitlich gleichmaBig 
und in gleichem Mengenverhaltnis vor sich gehen, da selbst die reinsten 
kauflichen Mineralsfuren Spuren von Eisen enthalten. Aus demselben 
Grunde sind Kontrollveraschungen zur Feststellung des Fe-Leerwertes 
unerlaBlich. Wir haben unsere Veraschungen unter eisenfreien Schutz- 
kapellen auf Kupfergestellen vorgenommen. Als VeraschungsgefaBe haben 
sich uns Kjeldahlkolben aus Jenenser Duranglas besser bewahrt als gebrauch- 
liche Jenenser Kolben. Aber selbst Kolben aus reinstem Quarzglas werden 
besonders bei Temperaturen iiber 300° von dem Sauregemisch bei der 
Veraschung angegriffen. Im allgemeinen hielten wir uns an die von Butter- 
field aufgestellte Vorschrift*, welche wir kurz wiedergeben: Veraschung der 
organischen Substanz nach obigen Angaben. Aschengemisch mit der 
20fachen Menge Wasser verdiinnen und mindestens eine Stunde zur Ver- 
treibung von salpetriger Saéure und zur Zerlegung von Nitrosylschwefelsiéure 
zum lebhaften Sieden erhitzen. Nach dem Abkiihlen wird die verdiinnte Asche- 
lésung mit dem Neumannschen Zinkreagens versetzt (25g Zinksulfat puriss. 
und 100 g Natriumphosphat, jedes fiir sich in eisenfreiem Wasser geldst, 
werden in einem Literkolben vereinigt. Der sich bildende Niederschlag wird 
mit verdiinnter reinster Schwefelsiure gerade wieder in Lésung gebracht. 
Darauf fiillt man bis auf 1000 ccm auf). Je nach der zu analysierenden 
Eisenmenge nimmt man 10 oder 20 cem Zinkreagens, ausreichend fiir 
2 bis 4 mg Eisen. Man neutralisiert mit reinstem Ammoniak, bis der ent- 
standene Niederschlag sich gerade lést. Nicht filtrieren! Zu der Lésung 
werden zur Vermeidung des Siedeverzuges einige Platintetraeder gegeben 
und sodann fiir eine Stunde zum lebhaften Sieden erhitzt. Die noch heiBe 
Fliissigkeit wird vom Niederschlag durch Filtrieren getrennt und der Nieder- 
schlag selbst dreimal mit der gleichen Menge heiBen Wassers gewaschen. 
Das Filtrat darf nach dem Ansiuern mit Salzsiure auf Zusatz von Rhodan- 
ammon keine Rotfirbung geben; andernfalls mu mit einer gréBeren 
Menge Zinksalz erneut gefallt werden. Der gewaschene Niederschlag wird in 
verdiinnter Schwefelsiure gelést, in eine groBe Platinschale (Porzellan- 
schalen sind ungeeignet) iibergefiihrt und mit chemisch reinem Zink redu- 
ziert. Reduktionsdauer fiir 10 mg Eisen iiber fiinf bis zwélf Stunden. Die 
reduzierte Lésung wird sofort durch mit Schwefelsaure angefeuchtete 


1 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 53, 1152, 1920. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 115, 1902; 48, 32, 1904. 
3 Ebendaselbst 62, 1, 175 u. 215, 1909. 
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(;laswolle filtriert, kurz nachgewaschen und mit n/100 Permanganatlosung 
titriert. Permanganat gegen Thiosulfat, Thiosulfat gegen Kaliumbichromat - 
lésung einstellen! 


Die zur Darstellung des Zinkreagens verwendeten Chemikalien haben 
wir aus reinstem Material nochmals umkristallisiert. Die Umfallung des 
Eisenoxyd-Zinkdoppelsalzes wurde erforderlichenfalls wiederholt. Als 
Reduktionsmittel wandten wir anfangs Elektrolytzink in der Menge von 
0,5 oder 1 g entsprechend 2 bis 4 mg Eisen an, spéiter mit bestem Erfolge 
elektrolytisch gereinigtes Cadmium, welches bereits von W. D. Treadwell! 
allgemein als Reduktionsmittel empfohlen worden ist. Wir reduzierten 
stets bis zur vollstandigen Auflésung des reduzierenden Metalls, um den 
Fehler zu vermeiden, welcher durch Abscheidung von Eisen aus der Analyse 
auf das Reduktionsmetall hervorgerufen wird. Dadurch vermeiden wir auch 
die Filtration am Ende der Reduktion. An jede Bestimmungsreihe wurden 
Leerbestimmungen angeschlossen und die erhaltenen Leerwerte vom 
Analysenergebnis in Abzug gebracht. 

Ein Teil der bei der Butterfieldschen Methode auftretenden Fehler 
steht im Zusammenhang mit den Eigenschaften des Kaliumperman- 
ganats als MaBfliissigkeit, welche eingehend von Kolthoff? gewirdigt 
worden sind. Uber die GréBe des Biirettenfehlers haben wir folgende 


Versuche angestellt: 


Auf 0,lcem der Bangschen Mikrobiirette von 2 ccm Inhalt ent- 
fallen im Mittel 4,2 Tropfen. Da 0,1 ccm einer n/100 Kaliumperman- 
ganatlésung 0,056 mg Eisen entsprechen, so werden durch 1 Tropfen 
dieser Lésung im Mittel 0,013 mg Eisen oxydiert. Zur Erzeugung 
eines deutlichen Farbenumschlags in 20 ccm (die von uns benutzte 
Menge) zu titrierender Fliissigkeit sind bei guter Beleuchtung 2 bis 
3 Tropfen n/100 Permanganatlésung erforderlich. Das entspricht 
etwa einem Ausfall von 0,03 bis 0,04 mg Eisen. Der Beobachtungs- 
fehler bei obiger Titration entspricht mithin -- 0,02 mg Eisen. Um 
die zur Titration erforderliche Fehlergrenze von 1°, zu erreichen, 
miuB man daher Eisenmengen von mindestens 2 mg titrieren. In 
diese Fehlerberechnung sind die apparativen Fehler nicht mit ein- 
geschlossen. 


Mit der Butterfieldschen Methode sind demnach quantitativ 
einwandfreie Analysenergebnisse nur zu erhalten, wenn man Eisen- 
mengen von mindestens 2 bis 4 mg verarbeitet. Nach unseren Er- 
fahrungen eignet sich daher die Butterfieldsche Methode vorzugsweise 
fiir Eisenbestimmungen in relativ eisenreichen Organen wie Milz, Leber, 
Knochenmark und Niere, wenn man Organmengen zwischen 2 und 10 g 
verascht. Hier liefert die oxydimetrische Bestimmung ausgezeichnet: 
Werte, wie an den nachfolgenden Beispielen gezeigt wird. 


1 Helv. chim. acta 4, 55, 1921. 
® MaSanalyse II, S. 268ff., 1928. 








Hur 


Mens 


eisen: 
fliissi 
einer 
diese! 
ihre £ 
Arbei 
rhoda 
gepril 
darau 
Rhod 
iiblicl 
Wills 
der R 
Meng 
auf d 
dem | 
metri: 
rhoda 
allmai 
wasse! 








ng 


jm 
“n, 
In 


in- 


ete 








Quantitative Eisenbestimmung in Organen usw. 473 


Tabelle J. 


Doppelbestimmungen. 





’ Verbrauchte Entspricht ci 
Name Organ V ee 0/100 com. "Eisen Differenz 
_—— Permanganat mg mg 
— 2,32 2 
Hund Nr. 6 Leber je 2¢ 9 = poe 0,011 
. 4,13 2,313 ” 
, = ’ Q? 
Milz je 2¢ 4'30 2'408 0,095 
3% : , 
Mensch: Gra. Leber je 2¢ oo vo 0,022 
918 2 
Eickm. ( je 2¢ ca = 0,061 
, 4,62 2,587 
, ,9 = rpm O88 
Milz _ 4,78 2,676 0,089 
. 5,20 2.912 : 
Warl. Leber je 2g 531 pes 0,061 
“1, ‘ 5,82 3,259 9% 
Milz je 2¢ 586 3989 0,023 


Eisenbestimmungen in der Haut und in anderen fiir gewéhnlich 
eisenarmen Organen (Fe-Gehalt 0 bis 10 mg-®°/,,), sowie in Kérper- 
flissigkeiten werden nach unseren Erfahrungen vorteilhafter nach 
einer der modernen kolorimetrischen Methoden ausgefiihrt. Unter 
diesen sind zu nennen die urspriingliche Willstdttersche Methode und 
ihre Abanderung durch Lintzel. Willstdtter hat in seiner grundlegenden 
Arbeit! iiber die kolorimetrische Bestimmung des Eisens als Eisen- 
rhodanid (Ferrirhodanid) die Angaben von Lapicque? und von Kénig nach- 
gepriift und festgestellt, daB einer der Hauptmangel der alteren Methoden 
darauf beruht, daB Menge und Konzentration der farberzeugenden 
Rhodansalzlésung zu niedrig genommen wurden. Statt der bislang 
iiblichen Konzentration des Ammoniumrhodanids von 10°, wiahlte 
Willstatter eine solche von 40°, und erhdhte gleichzeitig die Menge 
der Rhodanidlésung auf etwa das Zehnfache der von Kdénig angewendeten 
Menge. Die Farbintensitat konzentrierter Rhodanidlésungen beruht 
auf dem Anwachsen von komplexen Eisen-Rhodanverbindungen nach 
dem Gesetz der chemischen Massenwirkung. Der Fehler der kolori- 
metrischen Eisenbestimmung liegt hauptsachlich darin, daB das Ferri- 
rhodanid unbestindig ist und die Farbe der Lésung beim Stehen 
allmahlich zuriickgeht, weil Ferrisalz in saurer Lisung von Rhodan- 
wasserstoff reduziert wird. Das dabei entstehende Ferrosalz ver- 


Chem. Ber. 53, 1152, 1920. 
Bl. soc. chem. 7, 81. 


1 
2 
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langsamt allerdings, wie Willstdtter gefunden hat, diesen ProzeB. Die 
besten kolorimetrischen Analysenergebnisse werden erzielt, wenn man 
die Eisenverbindung (Ferri-) in salzsaurer Lésung méglichst frei von 
anderen Beimengungen (z. B. aus der Veraschung stammende Salpeter- 
siure) bei gleicher Rhodanidkonzentration und mdéglichst gleichem py 
herstellt. Bei Anwesenheit von oxydierenden Kérpern verschwindet 
die intensive Farbung des Ferrirhodanids unter Bildung eines gelben 
Niederschlags besonders schnell, so daB man, wenn iiberhaupt, nur 
innerhalb der ersten Minuten kolorimetrieren kann. Anwesende 
salpetrige Saéure vertieft die Farbung. Die Trennung des in der 
Analyse befindlichen Eisens von derart stérenden Beimengungen mufi 
also zu einer Verbesserung der Bestimmung fihren. Lintzel' halt 
die in physiologischen Fliissigkeiten fast stets vorhandene Phosphor- 
sdure fiir eine Substanz, welche die Bildung des roten Rhodaneisens 
stért. Aus diesem Grunde empfiehlt er die Abtrennung des zu analy- 
sierenden Eisens aus der Aschenlésung durch Fallen mit Ammonsulfid 
bei neutraler Reaktion. Da das Eisen durch den Zusatz von Ammon- 
sulfid reduziert und als Ferrosulfid gefallt wird, so erfordert diese 
Arbeitsweise anschlieBend eine erneute Oxydation des Eisens. AuBerdem 
ist das Arbeiten mit Ammonsulfiden wegen der kaum zu vermeidenden 
Belastigung der Kranken in den Raumen einer Klinik mit Schwierig- 
keiten verkniipft, so daB unter diesen Umstianden die Lintzelsche 
Methode ungern angewandt wird. 


Wir haben nun gefunden, daB der Stérung der Ferrirhodanidfarbung 
durch Phosphate bei der Untersuchung von biologischem Material im 
allgemeinen nicht eine wesentliche Bedeutung zukommt, wenn man 
bei kleinen Phosphatkonzentrationen in mineralsaurer Lésung ar- 
beitet. Fir Harn und 4dhnliche Koérperflissigkeiten (z. B. Serum) 
oder Organe, welche reich an Erdalkaliphosphaten sind, halten wir 
die Einwinde von Linitzel fiir berechtigt, so daB in diesen Fallen 
die Umfallung des Eisens mit Schwefelammon woh] kaum zu um- 
gehen sein wird. Aber fiir die Eisenbestimmung in eisenarmen 
Organen, besonders in der Haut, haben wir uns mit Vorteil zur 
Trennung des Eisens aus der Organasche der von Neumann ange- 
gebenen Zinksalzfaillung bedient, iiber die wir oben eingehend be- 
richtet haben. 


Uber die Fehlergrenzen der kolorimetrischen Ferrirhodanid- 
bestimmung im allgemeinen und tiber die bei unserer Modifikation der 
Willstatter schen Methode méglichen Fehler haben wir folgende Versuche 


angestellt : 


1 Zeitschr. f. Biol. 83, 290, 1925. 
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Beobachtungsfehler beim kolorimetrischen Vergleich von Ferrirhodanid- 
lésungen verschiedener Konzentration (Methode von Willstiitter). 


Tabelle II. 


Ablesungsfehler bei 20 mm Schichtdicke und wechselnden 
Konzentrationen. 





Konzentration Ablesungsfehler 
des Fe in 100cem im Durehschnitt* Art 
re der Abweichung 

mg 0 
0,005 +17 
0,010 +9 a 
0,020 + § 
0,040 + 1,2 
0,060 L 09 x 
0,080 + O5 
0,100 + 0,4 = 


* Die Ablesungen wurden mittels eines Biirkerschen Kolorimeters (Leitz-Wetzlar) 
modernster Konstruktion mit ElNinger-Komparator vorgenommen. 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB fehlerarme Ablesungen 
bei Konzentrationen zwischen 0,06 und 0,1 mg-°, Fe liegen. Wir 
haben demnach durch Uberschlagsrechnung die Konzentration 
des Eisens in unseren Lésungen in ahnlicher GréBenordnung zu 
wahlen. 

Die Beeinflussung der Ferrirhodanidfarbung durch Natrium- 
phosphat ist, wie wir weiter gefunden haben, abhangig von dem pg 
der zu untersuchenden Lésung. Setzt man zu Lésungen mit einer 
Eisenkonzentration von 0,05 mg-°,, nach Zusatz von 0,5 cem Salzséure 
(d = 1,124) wechselnde Mengen von Natriumphosphat, so bleibt die 
Rhodanidfarbung bis zu einer Phosphatkonzentration von 0,8 °,, (Px 1,4) 
gegeniiber einer phosphatfreien Standardlésung, innerhalb der iiblichen 
Beobachtungsfehler unbeeinfluBt. Bei einer Phosphatkonzentration 
von 1°, (px 2,3) und dariiber verliert die Ferrirhodanidfarbung allmah- 
lich an Intensitat. Enthalt die Eisenlésung 2 ° , Natriumphosphat (px 6,4) 
d. h. wird die Lésung alkalischer, so kommt die Rotfdrbung mit Rhodanam- 
mon nicht mehr zustande. Durch vorsichtiges Anséuern mit Mineralséiuren 
kann man in dieser Lésung die Ferrirhodanidfarbung wieder erzeugen. 
Zur Umgehung dieser Fehlerquelle haben wir deshalb im Analysengang, 
wie auch Willstdtter vorschreibt, mit einem UberschuB von Salzsaure 
gearbeitet. Unter diesen Bedingungen wird, wie die nachfolgenden 
Tabellen zeigen, die Beeinflussung der Ferrirhodanidfarbung durch 
Alkaliphosphate so geringfiigig, daB man sie praktisch vernachlassigen 
kann. 
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Tabelle Ill. 


Beeinflussung der Ferrirhodanidfirbung durch Natriumphosphat. 





Vorgelegt: Fe HCl-Zusatz . Zugesetzt Mittelwert der 
in 100emm tery Natriumphos- — Ables bei . , ’ 
Lisung (d = 1,124) phat in 100cem Sehichtlicke. Gefunden: Fe Fehler 
mg ecm g 20 mm % 
0,05 5 0,2 19,6 0,0510 +2 
0,05 5 0,5 19,4 0,0515 +8 
0,05 5 1,0 19.1 0,0525 +5 
0,05 5 2,0 19,8 0,0505 +1 
(Beobachtungsfehler fiir 0,05 mg: +- 1,1%) 
0,10 5 0,2 19,7 0,1015 +1, 
0,10 5 0,5 19,9 0,1005 + 0,5 
0,10 5 1,9 19,8 0,1010 +1 
0,10 5 | 2,0 19,5 0,1025 + 2,5 


(Beobachtungsfehler fir 0,1 mg: + 0.4%). 


AnschlieBend an diese Versuche haben wir die Beeinflussung der 
Ferrirhodanidfarbung durch die bei unseren Analysen angewendete 
Zinksalzlésung gepriift. 


Tabelle 1V. 
Beeinflussung der Ferrirhodanidfarbung durch Zinksalzlésung. 
a) bei sofortiger Ablesung: 


Kolorimetrie von 0,02 mg Eisen in 100 cem Lésung bei Zusatz von 0,5 cem 
HCl (d = 1,124). (Schichtdicke 20 mm.) 





Menge des Mittel der 


Vorgelegt: Fe | zugesetzten Zink- Ablesungen gegen | Gefunden: Fe Fehler 
i salzes sa amos Zink- 20 mm Standard 0,01 
: mg salzlisung 9/9 
if 2 = 
; 
| fe 0,02 10 19,16 0,0208 +4 
0,02 20 18,6 0,0215 + 7,5 


b) Bei Ablesung nach vierstiindigem Stehen: 
Kolorimetrie von 0,02 mg Eisen in 100 cem Lésung bei Zusatz von 0,5 ccm 
HCl (d = 1,124). (Schichtdicke 20 mm.) 


Menge des 





Vorgelegt: Fe zugesetzten Zink- Pn... Setenden: Fo Fehler 
salzes in cem Zink- | 99 mm Standard 0,01 
mg salzlisung ” : ’ ry 
0,02 10 20,03 | 0,0199 — 0,5 
0,02 20 | 18,45 | 00217 1 8.5 


Aus diesen Tabellen (IV.) ist zu entnehmen, daB der Zusatz von 
gréBeren Mengen, d.h. 10 bis 20cem der urspriinglichen Newmann- 
schen Zinksalzlésung zu Ferrichloridlésungen niedrigster Konzentration 
bei Anwesenheit kleiner Cl-Mengen zu einer Beeinflussung der Rot- 





farb 
fiihr 
bis : 
zent 
osu 
zeigt 
von J 
als € 
geru 
Vers 


Einf 
ursp 
rhod 
aus 

Amr 
und 
Arbe 
halt 
Die 

Niec 
men 
die 


relat 


Beei 


Vorg 














Quantitative Eisenbestimmung in Organen usw. 477 


farbung von Rhodaneisenlésungen meist im Sinne einer Verstdrkung 
fiihrt. Der dadurch verursachte Fehler betrigt bei Zusatz von 20 ccm 
bis zu 8°, d.h. beinahe das Dreifache des bei der gewahlten Kon- 
zentration méglichen Ablesungsfehlers. Wahrend aber Ferrirhodanid- 
lésungen ohne Zinksalzzusatz schon nach 20 Minuten deutlich abblassen, 
zeigt unser Versuch 3b, daB die Ferrirhodanidlésung bei Anwesenheit 
von Zinksalz nach 4 Stunden Stehen noch eine intensivere Farbung aufweist 
als eine entsprechend alte Standardlésung. Die durch Zinksalz hervor- 
gerufene Abweichung in der Ferrirhodanidfarbung besteht bei unseren 
Versuchen fast stets in einer Zunahme der Intensitaét der Farbung. 


Wir haben bei unseren Untersuchungen zunichst absichtlich den 
EinfluB von reinem Natriumphosphat sowie der stark phosphathaltigen 
urspriinglichen sauren Zinksalzlésung auf die Farbung des Ferri- 
rhodanids bestimmt. Unter den Bedingungen der Analyse wird aber 
aus dem Eisen-Zinksalzgemisch das gesamte Eisen zunichst mit 
Ammoniak als Eisenoxyd-Zinkammonphosphat-Doppelsalz ausgefallt 
und damit von den anderen Aschebestandteilen abgetrennt. Bei dieser 
Arbeitsweise geht nur ein kleiner Teil des in der Zinksalzlésung ent- 
haltenen Phosphats in den Niederschlag, der gréBte Teil bleibt gelést. 
Die anschlieBende kolorimetrische Bestimmung des Eisens in diesem 
Niederschlag wird also bei Anwesenheit dieser nur geringen Phosphat- 
mengen vorgenommen. Wie die nachfolgenden Versuche zeigen, ist 
die daraus sich ergebende Beeinflussung der. Ferrirhodanidfarbung 
relativ klein. 


Tabelle V. 


Beeinflussung der Ferrirhodanidfirbung durch das im Ferrioxyd-Zink- 
ammonphosphat-Niederschlag enthaltene Phosphat. 





Zusatz yon Zink- Mittelwert der Ab- 


Vorgelegt: Fe ammonphosphat, lesungen bei 20mm, Gefunden: Fe Fehler 
stammend aus cem Schichtdicke gegen 
mg Zinksalzlésung Standard 0,05mg | mg 5 
0,05 10 19,7 0,0508 + 1,6 
0,05 20 19,5 0,0515 + 2,6 


Aus dieser Ubersicht laBt sich entnehmen, daB auch das im Ferri- 
oxyd-Zinkammonphosphat-Doppelsalz enthaltene Phosphat die Ferri- 
rhodanidfarbung vertieft. Die dadurch verursachten Fehler, die maximal 
bei kleinsten Eisenmengen bis 2,6°%, betragen, erhéhen fast stets das 
Analysenergebnis und wirken demnach, wie wir gefunden haben, ent- 
gegen den durch Filtration und Umfdllung entstehenden Substanzver- 
lusten. Im Analysenergebnis wirkt sich also der durch Anwesenheit des 
Phosphats hervorgerufene Ablesungsfehler vielfach im Sinne eines Fehleraus- 
gleichs aus. 
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Methodik. 


Veraschung der Organe nach Neumann. Zerst6rung der in der Asche- 
ldsung enthaltenen Stickoxydkérper nach Neumann oder nach Wililstdtter 
durch Zusatz von Harnstoff. Auffiillung der Aschelésung mit eisenfreiem 
Aqua destillata auf 50 cem bei 2 bis 5g veraschtem Organ. Zusatz von 
10 cem Neumannscher Zinksalzlésung (fiir 2 mg Eisen ausreichend). Fallung 
des Ferrioxyd-Zinkphosphat-Doppelsalzes durch Zusatz von Ammoniak 
(pro analysi, d = 0,96). Durch tropfenweise Zugabe von Ammoniak 
wird der Niederschlag gerade wieder zur Lésung gebracht. Erhitzen der 
klaren Lésung zum Sieden fiir 30 bis 60 Minuten. Der entstandene Nieder- 
schlag wird heif filtriert und mit heiBem Wasser einige Male nachgewaschen. 
Man lést darauf den auf einem eisenfreien Filter gesammelten Niederschlag 
in einer bestimmt abgemessenen Menge (5 ccm) reinster Salzséure (d = 1,124). 
Das Filter wird einige Male mit heiBem Wasser nachgewaschen. Jedoch soll 
die gesamte Fliissigkeitsmenge 20 ccm nicht iibersteigen. FErforderlichenfalls 
wird zur weiteren Reinigung des Fe eine zweite Umfallung mit Zinksalz 
vorgenommen. Die salzsaure Lésung des Eisenoxyd-Zinkammonphosphat - 
Doppelsalzes wird in einen 50 ccm fassenden MeBkolben iibergefiihrt und bis 
zur Marke mit 40 %iger Rhodanammonlésung (méglichst 30 cem) aufgefiillt. 
Man kolorimetriert nach 3 Minuten gegen eine passende salzsauer gemachte 
Standardlésung von Ferrichlorid (Kahlbaum) die durch Zusatz von 
Rhodanammon in Ferrirhodanid iibergefiihrt worden ist. Die Standard- 
lésung ist spitestens nach 20 Minuten durch eine frisch bereitete zu 
ersetzen. 

Nachfolgend seien einige Analysenergebnisse mit genau abgemessenen 
Eisenlésungen angefiihrt: 


Tabelle VI. 
Kontrollanalysen. 
(Schichtdicke 20 mm, Standard 0,01, 0,02, 0,05, 0,1 mg-°.) 





Vorgelegt: Fe 


in 100cem Lisung di  - | Getenties: Pe Fehler 
mg Ba is 9% 
0,01 19,2 0,0104 4 
» 0,02 20,6 0,0195 — 2,5 
0,05 20,1 0,0498 — 0,4 
0,075 20,3 0,0740 —1,2 
0,100 20,2 0,0991 — 0,9 
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“i Quantitative Bestimmung von Methylglyoxal, Brenztraubensaure a 
r- nebst Acetaldehyd fiir sich und im Gemisch sowie gleichzeitige 
Bestimmung von Milehsiure in Gegenwart der genannten Stoffe 
ae . : 
1). und in einer Materialprobe. 
atl F : 
Hs Von 
Iz Ernst Simon und Carl Neuberg. i 
it - 3 
vis (Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) : 
It. 
te Methylglyoxal, Brenztraubensiiture sowie Acetaldehyd werden 
ry haufig als Produkte des pflanzlichen und tierischen Stoffwechsels beob- 
_ achtet. Da genetische Zusammenhange zwischen den drei Substanzen 
obwalten, ist man nicht selten in die Notwendigkeit versetzt, sie auch 
an nebeneinander nachweisen und genau bestimmen zu miissen. Diese 
Aufgabe kann leicht mit Hilfe eines einzigen Reagenzes, des 2, 4-Di- 
nitro-phenylhydrazins, gelést werden. Angaben tiber die Anwendbarkeit 
des genannten Reagenzes fiir den erwihnten Zweck sind dem Wesen 
nach bereits in einer Serie von Arbeiten des hiesigen Instituts enthalten, 
= indem alle drei auf biochemischem Wege entstandenen Kérper mit : 
diesem Mittel abgeschieden und erforderlichenfalls getrennt worden 
sind!. 


Im Prinzip ist eine Aufteilung auf Grund des Umstandes méglich, 
daB Acetaldehyd und Methylglyoxal fliichtig sind, wahrend Brenz- 
traubenséure in Form von Salzen bei der Destillation im Ruckstande 
verbleibt. Die empfindliche Ketosaure erleidet dabei jedoch leicht eine ; 
partielle Zerstérung, und die quantitative Verfliichtigung von Methyl- 
glyoxal aus neutraler Lésung ist langwierig: die Resultate werden . 
iiberdies dadurch gefahrdet, daB Methylglyoxal nicht allein die bekannte 
Umwandlung zu Milchséure erfahren, sondern sich auch anders zer- 
setzen und namentlich beim Erwirmen mit anwesenden stickstoff- 
haltigen Substanzen in komplizierter Weise? reagieren kann. 

Deshalb verlohnte es, eine quantitative Methode zur Bestimmung 
der drei erwahnten Verbindungen auszuarbeiten, die infolge Uberfithrung 





1 Siehe diese Zeitschr. 203, 463, 1928; 210, 466, 1929; 216, 493, 1929; 
219, 490, 1930; 229, 255, 1930; Ber. 68, 1986, 1930. 
2 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927; 188, 197, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 232. 31 
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der Substanzen in Derivate von hohem Molekulargewicht auch bei 
kleinen Mengen geniigend Analysenmaterial liefert, die ohne umstand- 
liche Destillationen ausfiihrbar ist und die Mdéglichkeit sekundare: 
Veranderungen ausschlieBt. 

Ein solches Verfahren laBt sich auf folgende Umstande griinden. 
Flissigkeiten, in denen die genannten drei Kérper zugegen sind, werden 
in saurer Lésung, in den von uns beschriebenen Bilanzversuchen beispiels- 
weise mit Trichloressigséure, enteiweiBt. Da das 2, 4-Di-nitro-pheny]- 
hydrazin als sehr wenig basisches Derivat des Diamids zudem in stark 
salzsaurer Lésung benutzt werden mu, so bietet diese Arbeitsweise zu- 
gleich den Vorteil, da8 der Fallung durch Trichloressigsiure ent gangene 
Substanzen auch weiterhin in Lésung bleiben!. Vor allem werden Kom- 
plikationen vermieden, die bei Anwendung etwa von gewohnlichem 
Phenylhydrazin in verdiinnter Essigsiure durch die haufig erfolgende 
Abscheidung amorpher Beimengungen eintreten?. Selbst Zuckerarten 
der Hexosen-reihe liefern unter geeigneten Bedingungen — namlich in 
der zur Fallung der Di-nitro-phenylhydrazone von Methylglyoxal, 
Brenztraubensiure und Acetaldehyd fiir sich jeweils notwendigen 
Zeit — keine Niederschlage. Andererseits ist es leicht, im Uberschub 
zugefiigtes 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin zu entfernen, was von Belang 
ist, sofern man in derartigen Fliissigkeiten Milchséure zu bestimmen 
hat. Man braucht® namlich nach Entfernung der Hydrazone durch 
Abfiltrieren oder Zentrifugieren nur die salzsaure Mutterlauge schwach 
alkalisch zu machen, um das ausgefallene 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin 
absaugen und einen kleinen in Lésung verbliebenen Rest mit Essig- 
ester* ausschiitteln zu kénnen. Auch diese Extraktion eriibrigt sich, 
wenn man eventuell vorhandene Kohlenhydrate nach der Kupfer- 
Kalk-methode ausfallt. Dabei wird die noch vorhandene Spur Di-nitro- 
phenylhydrazin mit entfernt; nétigenfalls kann sie auch durch Tier- 
kohle beseitigt werden. In der stark salzsauren Lésung bildet sich 
kein Hydrazid der Milchsiure. 

In der resultierenden Fliissigkeit, d.h. in der gleichen Material- 
probe, kann man somit das Lactat in tiblicher Weise chemisch ermitteln. 
(Uber die biologische Methode zur Bestimmung von Brenztraubensaure 
neben Milchséure, bei der die carboxylatische Spaltbarkeit der ersteren 
verwertet wird, siehe bei O. Warburg, F. Kubowitz und W. Christian®.) 


1 Vegl. hierzu Naturwiss. 18, 427, 1930. 

2 Das gewohnliche Phenylhydrazin eignet sich fiir die Charakterisierung 
von Acetaldehyd gar nicht, und seine Verbindungen mit Brenztrauben- 
siure und Methylglyoxal sind betrichtlich léslich. 

3 Vgl. C. Neuberg u. E. Simon, diese Zeitschr. 186, 335, 1927. 

4 C. Neuberg, ebendaselbst 228, 261, 1930. 

5 O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, ebendaselbst 221, 495, 1930 
und 227, 251, 1930. 
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Die Fédllung von Methylglyoxal, Brenztraubensiure und Acet- 
aldehyd ist fiir jede der drei Substanzen praktisch quantitativ, sowohl 
bei 1% igen wie bei 1°/gsigen Lésungen. Auch wenn alle drei Kérper 
gleichzeitig vorhanden sind, wird dadurch keine St6rung verursacht. 
Man kann sich naémlich davon tiberzeugen, daB das Gewicht des 
Hydrazon-gemisches der Theorie entspricht. Sofern Acetaldehyd zu- 
gegen ist, mu8 man zur quantitativen Analyse der Gemenge von drei 
bzw. zwei Bestandteilen zunichst in der Kiilte fallen. Man belaBt die 
in einem Erlenmeyer-Kolben mit Glasstépsel befindliche Suspension 
alsdann 10 Stunden im Brutschrank bei 37°. Nach Abkiihlung saugt 
man auf einem Schottschen Glasfiltertiegel Nr. 1 G4 ab, wascht drei- 
mal mit kalter 2n-Salzséure und darauf ebenso oft mit kaltem Wasser aus. 

Die Trennung, die ebenfalls quantitativ durchfiihrbar ist, geschieht 
nach folgenden Grundsiatzen. 

Wegen ihres stark sauren Charakters lésen sich Di-nitro-phenyl- 
hydrazone mehr oder minder vollkommen in wasseriger Lauge; in 
kalter Soda aber sind sie unléslich. Nur das noch eine Carboxylgruppe 
enthaltende Brenztraubenséure-hydrazon wird von Natriumcarbonat 
aufgenommen. Durch Behandlung mit Soda kann man das Brenz- 
traubensdure-derivat direkt vom Glasfilter aus dem Gemisch heraus- 
lésen, und zwar ebenso gut, wie wir es ehemals fiir die in Zentrifugen- 
glisern gesammelten Substanzgemische der Klein-versuche empfohlen 
haben; dabei hat man den Niederschlag mit einem Glasstab ordentlich 
durchzurihren. Ins Filtrat geht die Natriumverbindung des Brenz- 
traubensiéure-2, 4-di-nitro-phenylhydrazons, die braun (mit einem Stich 
ins Rétliche) gefarbt ist. Diese Farbung ist direkt ein Indikator fir die 
volistindige Extraktion der Substanz, indem man zunichst mit wenig 
diinner Sodalésung und darauf mit Wasser so lange auswiischt, bis die 
Flissigkeit farblos abliuft. Durch vorsichtige Ubersiuerung mit Salz- 
saure (Schaumen) fallt man nunmehr das Brenztraubensdure-2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazon wieder aus. Es setzt sich als schwerer schwefelgelber 
Niederschlag schnell ab und kann nach einigem Stehen abgesaugt, aus- 
gewaschen und nach Trocknung bei 110° gewogen werden. Die Ver- 
bindung, die wir friiher! bereits beschrieben haben, ist so unldslich, 
daB die iiber dem umgefillten Hydrazon stehende Fliissigkeit keine 
Gelbfarbung zeigt, sondern wasserhell ist. 

Die Trennung des Acetaldehyd-2, 4-di-nitro-phenylhydrazons vom 
Bis-di-nitro-phenylhydrazon des Methylglyoxal-hydrats geschieht durch 
94% igen Alkohol. Hierin lést sich in der Hitze das Acetaldehyd- 
derivat, wahrend die Methylglyoxal-verbindung, wie schon friiher 
betont ist, darin ganz unldslich ist. Die Extraktion geschieht wiederum 


1 Diese Zeitschr. 216, 495, 1929. 
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direkt auf dem Schottschen Tiegel durch AufgieBen von kochendem 
Weingeist ; sie wird solange fortgesetzt, bis die Fliissigkeit, die diesmal 
gelblich gefarbt ist, farblos durchfiltriert. 

Ungelést bleibt das Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitro-phenylhydrazon, 
das noch fliichtig mit Ather ausgewaschen und dann nach Trocknung 
bei 140° direkt im ‘liegel zur Wagung gebracht wird. 

Die alkoholische Fliissigkeit wird in einem gewogenen Becherglas 
auf dem Wasserbade verdunstet, wobei man die Verfliichtigung des 
Alkohols durch Absaugen der Dampfe mit einer Wasserstrahlpumpe 
beschleunigt. Es hinterbleibt reines Acetaldehyd-2, 4-di-nitro-pheny|- 
hydrazon, das im Vakuumexsikkator zur Gewichtskonstanz zu trocknen 
und darauf zu wigen ist. 

Die Operationen verlaufen quantitativ. Die Reinheit der erhaltenen 
Verbindungen kann man durch die Schmelzpunkte (Acetaldehyd- 
derivat F. 164—165°, Brenztraubensaure-derivat F. 216°, Methylglyoxal- 
derivat F. 298°) und durch folgende Farbenreaktionen kontrollieren : 
Mit alkoholischer Kalilauge farbt sich das Methylglyoxal-derivat blau- 
violett, das Brenztraubensaure-derivat braunrot und das Acetaldehyd- 
derivat mit ahnlicher Nuance, was fiir die beiden erstgenannten Kérper 
schon von Neuberg und Kobel (a. a. QO.) benutzt ist. 

Die Vereinfachungen des Analysenganges!, die eintreten, falls niclit 
alle drei genannten Stoffwechselprodukte vorhanden sind, ergeben sich 
von selbst. 

Hinzugefiigt sei noch folgendes: 

Das Verfahren kann ebenfalls zu einer Bestimmung der T'riosen 
dienen. In dem Mabe, wie die 3-Kohlenstoffzucker bei der Destillation 
mit 20°,iger Schwefelsiure Methylglyoxal liefern?, kann dieses in der 
beschriebenen Weise quantitativ ermittelt werden. Wenn man das 
Methylglyoxal-derivat mit Alkohol bzw. Soda behandelt, so stéren 
auch eventuell aus Hexosen bzw. Pentosen hervorgehende Stoffe, wie 
Lavulinséure und Furfurol, nicht. 

Beleze. 

Die zu den Versuchen benétigten Lésungen wurden aus reinen 
Ausgangsmaterialien bereitet. 

1. Die verwendete Brenztraubensiure besafS nach zweimaliger 
Destillation den Siedepunkt 60,5° bei 11 mm. 

2. Der Acetaldehyd sott bei 21°. 


1 DaB man bei groBen Materialmengen den Acetaldehyd durch 
Destillation aus neutraler Lésung iibertreiben und von etwa mitgerissenem 
(Indikator: alkoholunlésliches Bis-hydrazon) Methylglvoxal durch Di-nitre 
phenylhydrazin trennen kann, braucht nur bemerkt zu werden. 

2 (. Neuberg, E. Farber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. S38, 
262, 1917; daselbst die Ausfiihrungsform der Destillation. 
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3. Das Methylglyoxal war aus reinem Dioxyaceton gewonnen. 

Die Analysen wurden aus 1°/ igen und 1° o9igen Lésungen durch- 
gefiihrt. Zur Kalt-fallung ist die bisher innegehaltene Salzsiure- 
konzentration des Reagenzes (1 Teil der Hydrazin-base in 60 Teilen 
2 n HCl) ungeeignet, da beim Abkihlen leicht Chlorhydrat auskristalli- 
siert ; daher verwendeten wir eine Lésung von 1 g 2, 4-Di-nitro-phenyl- 
hvydrazin in 120cem 2n Salzséure. Als absolute Mengen wurden im 
allgemeinen von Acetaldehyd und Brenztraubensaure etwa je ! 999 Mol, 
d. h. 0,044 g bzw. 0,088 g, von Methylglyoxal ?/y999 Mol, d. h. 0,036 g, 
bestimmt. Die zur Wagung gelangenden Mengen Hydrazon betrugen 
dann je etwa 0,2 bis 0,25 g. Ergreift man die MaBnahmen der Mikro- 
methodik, so kann man die hundertfach kleinere Quantitat ermitteln, 
und erzielt, was wir fiir einen Vorteil dieser Vorschrift halten, noch 
immer genug Material fiir die vielfach allein beweiskraftigen Elementar- 
analysen. 

Die Menge des Di-nitro-phenylhydrazins wurde so bemessen, dab 
ein UberschuB von etwa 10% iiber die fiir jeden einzelnen Bestandteil 
erforderliche Quantitaét vorhanden war. 

Die fiir die Analysen verwendeten !/, 999 Mol bzw. !/ 999 Mol ent- 
sprechenden Substanzmengen lagen in 1°,iger bzw. 1°/o9iger Lésung 
vor. Bei Verarbeitung der 1°/ igen Lésungen wurde dem Fallungs- 
mittel so viel rauchende Salzsiure zugefiigt, daB die Konzentration an 
HCl im ganzen Reaktionsgemisch dem Verhaltnis bei den 1°,igen 
Lésungen gleich kam. Diese MaBnahme ist notwendig, um einem Ausfall 
von schwer léslichem freien 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin vorzubeugen, 
das sich bei groBer Verdiinnung infolge Dissoziation des Chlorhydrats 
abscheiden kann. 

Die Konzentration der einzelnen Lésungen an Brenztraubensaure, 
Acetaldehyd und Methylglyoxal war vorher titrimetrisch ermittelt, 
und zwar war der Gehalt an «-Ketosaure azidimetrisch, an Acetaldehyd 
nach der Hydroxylaminsulfat-Methode! und an Ketonaldehyd jodo- 
metrisch? bestimmt. 


Einzelne Beispiele von ausgefiihrten Analysen. 
1°,ige Lésungen. 
I. Substanzen allein. 

l. Methylglyoxal. 4,0 cem 0,962 °,ige Methylglyoxal - lésung 
0.0385 g Methylglyoxal — 0,45 g 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin 54 ccm 
der Lésung von 1 g 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin in 120 ecem 2n HCl. 
Fallung unter Eiskiihlung, dann 10 Stunden® bei 37°. Erhalten 0.2115 ¢ 
Bis-hydrazon = 0,0384 g Methylglyoxal. 


1 ©. Neuberg u. A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 175, 1924. 
2 F. Fischler u. R. Béttner, Chem. Centralbl. 1928, IT, 373. 
3 Vermutlich reicht auch eine kiirzere Zeitdauer aus. 
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2. Brenztraubensaure. 8,7 ccm 1,01 °,ige Brenztraubensaure-lésung 
- 0,0880 g + 0,217 g 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin, enthalten in 26 cem der 
genannten 2n HCl-Lésung. Isoliert 0.2671 g Hydrazon = 0,0877 g Brenz- 
traubensiure. 
3. Acetaldehyd. 4,0 ccm 1,06°% ige Acetaldehydlésung! = 0,0424 g 
+ 26cem derselben 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin-lé6sung. Erhalten 0,2282 ¢ 
Hydrazon = 0,0448 g Acetaldehyd. 


IT. Gemische. 

4,0 cem dieser Methylglyoxal-lésung + 8,7 cem dieser Brenztrauben- 
siure-lésung + 4,0 cem dieser Acetaldehyd-lésung + 106 cem der 2, 4-Di- 
nitro - phenylhydrazin -lésung, entsprechend 0,884 g der Base. Fallung 
unter Kiihlung, 10 Stunden bei 37°. Behandlung mit 35 cem n Sodalésung. 

Erhalten: 

0,2096 g Methylglyoxal-bis-hydrazon. Abweichung vom Einzelwert 
= — 0,9%. 

0.2614 g Brenztraubensiure-hydrazon. Abweichung vom Einzelwert 

— 2,1%. 

0,2263 g Acetaldehyd-hydrazon. Abweichung vom _ Einzelwert 

— 0,8%. 
1°/ggige Lésungen. 
I. Substanzen allein. 


Die Bereitung der Lésungen geschah durch Verdiinnung der | °,igen 
Lésungen auf das Zehnfache. 

1. Methylglyoxal. 30 ccm 1,03°/)9ige Methylglvoxal-lésung = 0,0309 g 
+ 0,367 g 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin, enthalten in 44ccm der 2n HCl- 
Lésung + 4cem konz. HCl. Isoliert 0,1696g Bis-hydrazon = 0,0308 g 
Methylglyoxal. 

2. Brenztraubensaure. 75cem 1,012°/o9ige Brenztraubensaure- 
lésung (= 0,0759 g) + 0.188 g 2,4-Di-nitro-phenylhydrazin, enthalten in 
22,5cem der 2n HCl-Lésung + 12,3cem konz. HCl. Abgeschieden 
0,2303 g Hydrazon = 0,0756 g Brenztraubensdure. 

3. Acetaldehyd. 30 ccm 1,049°%/ sige Acetaldehyd-lésung = 0,0312g 
+ 0,167 g 2,4-Di-nitro-phenylhydrazin, enthalten in 20 ccm der 2n HCI- 
Lésung + 4.6cem konz. HCl. Gewogen 0,1608g Hydrazon = 0,0316g 
Acétaldehyd. 

II. Gemische. 

30 ccm dieser Methylglyoxal-lésung -- 75 cem dieser Brenztrauben- 
siure-lésung + 30cem dieser Acetaldehyd-lésung + 86,5 cem der 2, 4-Di- 
nitro-phenylhydrazin-lésung + 20 cem konz. HCl. 

Erhalten : 

0,1684 g Methylglyoxal-bis-hydrazon. Abweichung vom Einzelwert 
— 0,7%. 

0,2245 g Brenztraubensiure-hydrazon. Abweichung vom Einzelwert 

2.5%. 
0,1639 g Acetaldehyd-hydrazon. Abweichung vom Einzelwert + 1,9 °>. 


1 Die Hydroxylamin-methode, nach der die Standard-lésung des 
Acetaldehyds bestimmt wurde, liefert rund 5% zu niedrige Resultate. 
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S.4: Statt der Formel 


€ 
mg P} 
p.d.t 
hat zu stehen 
—&.V 
mg P! = 
p.d 


(Der angegebene Wert 0,196 von p soll demgemaB 138 sein. Die 
p-Werte in den folgenden Tabellen sollen daher mit 702,25 multi- 
pliziert werden. Die aus den Tabellen gezogenen Schliisse sind 
trotzdem immer giiltig.) 


FuBnote 1: Statt mg P = ¢/79,5 p, richtig: mg P = e/0,113 p. 
FuBnote 3: Statt emg P.d.v, richtig: e.v;mg P .d. 


8.5, Zeile 17: Statt 40 (ug P), richtig: 50. Statt 23,9 (J), richtig: 17,0. 
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